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1.1 INTRODUCCIÓN  
La diabetes mellitus es una de las enfermedades no transmisibles con 
mayor prevalencia en el mundo, afectando al 9 % de la población mundial 
mayor de 18 años y causando en torno a 1.5 millones de muertes (Global 
Report Diabetes, World Health Organization, 2016). La diabetes tipo 2 
representa el 90 % de los casos mundiales, siendo la principal enfermedad 
endocrina y metabólica. Se caracteriza por una resistencia de los tejidos a la 
acción de la insulina, combinado con una deficiencia relativa en la secreción de 
la misma. A su vez, este desbalance afecta al metabolismo lipídico, dándose un 
incremento en los niveles de ácidos grasos libres y de triglicéridos, lo cual 
puede causar la disfunción de distintos órganos como consecuencia de una 
acumulación ectópica de lípidos. A pesar de la existencia de múltiples fármacos 
contra la diabetes tipo 2, éstos no siempre son efectivos y presentan efectos 
secundarios en los pacientes.   
Uno de los principales factores reguladores del metabolismo lipídico es el 
factor transcripcional “Receptor activado por el proliferador de Peroxisomas” 
(Peroxisome proliferator-activated receptor), del que existen algunas variantes 
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denominadas principalmente como α, β/δ y γ. En concreto, PPARγ se expresa 
principalmente en el tejido adiposo y en el hígado, estando implicado en la 
resistencia a la insulina, en la diferenciación de adipocitos, así como en 
procesos inflamatorios, entre otros. Las tiazolidinedionas son un grupo de 
fármacos conocidos como sensibilizadores de insulina, que tienen  como blanco 
terapéutico al receptor nuclear PPARγ. En los últimos años, se ha comprobado 
que la administración de estos agonistas permite generar una mayor 
sensibilidad a la insulina tanto en modelos animales como en humanos, en 
condiciones de diabetes mellitus tipo 2. El hígado es uno de los principales 
órganos reguladores de la lipogénesis, gluconeogénesis y del metabolismo del 
colesterol.  
 En los últimos años, ha surgido un gran interés en el desarrollo de 
modelos de terapia génica virales y no virales, con el objetivo de aportar 
estrategias diferentes que permitan combatir ciertas patologías. A su vez, es de 
gran importancia la expresión controlada del gen de interés, en el momento y 
lugar adecuado, para lo cual se han desarrollado sistemas condicionales o 
inducibles, como el sistema de tetraciclina, los cuales permiten tener un 
estrecho control de la expresión génica. Por todo lo anteriormente indicado, el 
objetivo de este proyecto fue generar un modelo para la expresión controlada e 
inducible de PPARγ humano en hígado por terapia génica hidrodinámica en 
ratones C57BL/6 y en condiciones de diabetes tipo 2; esto con el propósito de 
profundizar en el conocimiento del papel que juega PPARγ en la sensibilidad a 




1.2.1 Diabetes mellitus   
1.2.1.1 Definición, características y tipos de diabetes 
La diabetes mellitus se define como un elevado nivel de glucosa 
plasmática asociado a una inadecuada o inexistente secreción de insulina 
pancreática, pudiendo verse afectada o no la acción de la insulina (Katzung et 
al. 2012). Existen distintos tipos de diabetes como son la diabetes tipo 1 
(dependiente de insulina), diabetes tipo 2 (no dependiente de insulina), diabetes 
tipo 3 (otras causas) y diabetes tipo 4 (o gestacional). A nivel mundial, afecta a 
más de 422 millones de personas (Global Report Diabetes, World Health 
Organization, 2016), habiéndose incrementado su número en más de cuatro 
veces desde 1980 y se calcula que en 2012, ocurrieron alrededor de 1.5 
millones de muertes causadas por diabetes. En México, la diabetes afecta al 
10.4 % de la población (9.7 % de los hombres y 11.0 % de las mujeres). 
La diabetes tipo 1 se caracteriza por una destrucción selectiva de las 
células beta del páncreas y por una deficiencia severa o absoluta de insulina. 
Por su parte, la diabetes mellitus tipo 2 es un desorden metabólico crónico, 
cuya prevalencia se ha incrementado en todo el mundo y que está 
caracterizado por hiperglucemia, resistencia a la insulina, una relativa 
deficiencia de insulina y eventualmente, un fallo de las células β pancreáticas 
(Olokoba et al. 2012). Esto genera un menor transporte de glucosa al hígado, 
tejido muscular y al tejido adiposo, por lo que se favorece una mayor liberación 
de lípidos. La diabetes tipo 2 es la forma más común de diabetes y resulta de la 
interacción de factores de riesgo genéticos, ambientales y comportamentales. 
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En cuanto a los factores relativos al estilo de vida, son destacables la 
inactividad física, una dieta desbalanceada, así como el consumo de tabaco y 
alcohol (Olokoba et al. 2012).   
A su vez, se designó diabetes tipo 3 a otras múltiples causas específicas 
que generan valores elevados de glucosa, como la pancreatectomía, 
pancreatitis, enfermedades no pancreáticas o ciertos fármacos. Por último, la 
diabetes tipo 4 o diabetes gestacional (Gestacional diabetes mellitus, GDM) se 
define como una anormalidad en los niveles de glucosa detectada por primera 
vez durante el embarazo (Katzung et al. 2012).  
 
1.2.1.2 Características de la diabetes mellitus tipo 2  
Los síntomas de la diabetes mellitus tipo 2 pueden no ser evidentes o 
tardar mucho en aparecer, por lo que es importante establecer criterios de 
diagnóstico. Los criterios de diagnóstico de la diabetes tipo 2 según la 
Asociación Americana de Diabetes (American Diabetes Association, ADA) son 
valores de glucosa plasmática en ayuno mayores de 7 mmol/L (126 mg/dL), un 
porcentaje de hemoglobina glicosilada (HbA1c) mayor o igual al 6.5 % y un 
valor de glucosa plasmática mayor a 11.1 mmol/L (200 mg/dL) 2 horas después 
del test de tolerancia a glucosa oral (OGTT). 
A su vez, entre las principales complicaciones de la diabetes se 
encuentran las complicaciones agudas, microvasculares y macrovasculares. 
Entre las complicaciones macrovasculares se encuentran el infarto de 
miocardio, hipertensión y enfermedades arteriales periféricas. Las 
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complicaciones agudas que pueden presentarse son: el estado hiperosmolar 
hiperglucémico (EHH), en el que la insulina producida es suficiente para evitar 
la cetosis, pero no para impedir una hiperglucemia y se caracteriza por una 
marcada hipovolemia, deshidratación, hipotensión, taquicardia y estado mental 
alterado (Pasquel et al. 2014); y la cetoacidosis diabética, la cual se da como 
consecuencia de una deficiencia absoluta de insulina. Se caracteriza por la 
generación de gran cantidad de cuerpos cetónicos (acetoacetato y β-
hidroxibutirato) en el hígado como consecuencia de una deficiencia de insulina 
y por la liberación excesiva de ácidos grasos (Tran et al. 2017). 
Las complicaciones microvasculares se clasifican en retinopatías, 
nefropatías y neuropatías. Las complicaciones oftalmológicas más comunes 
son las cataratas, la retinopatía diabética (microangiopatía que afecta las 
arteriolas capilares, vénulas post-capilares y capilares) y el glaucoma. La 
nefropatía diabética se caracteriza por una excreción urinaria de albúmina, 
también denominada microalbuminuria, causada por alteraciones estructurales 
y funcionales del riñón, viéndose afectada principalmente la membrana 
glomerular (Balderas-Rentería, 2015). Por otro lado, la neuropatía diabética se 
define como un conjunto de alteraciones morfológicas y funcionales del sistema 
nervioso periférico, basándose en una degeneración axonal y desmielinización 
segmentaria de fibras nerviosas.  
Existen diversas causas que desencadenan estas complicaciones, como 
la generación de productos de glucosilación avanzada (PGA), los cuales se 
forman por la unión de azúcares a proteínas, lípidos y ácidos nucleicos, por lo 
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que afectan el correcto funcionamiento celular; la producción de sorbitol, por 
medio de la vía de los polioles (con la acción de la enzima aldosa reductasa), 
cuya acumulación desencadena estrés osmótico y daño neuronal y en los vasos 
sanguíneos; o el estrés oxidativo, generado por un incremento de radicales 
libres producidos por un exceso de intermediarios de la fosforilación oxidativa, 
como consecuencia de la elevación de los niveles de glucosa (Balderas-
Rentería, 2015). 
1.2.1.3 Tratamientos de la diabetes tipo 2 
Las estrategias terapéuticas para tratar la diabetes tipo 2 se basan en la 
administración de insulina exógena, en la estimulación de la secreción 
pancreática de insulina (como es el caso de las sulfonilureas), en la reducción 
de la producción hepática de glucosa (biguanidas, como la metformina), así 
como en el retraso de la digestión y absorción intestinal de carbohidratos 
(inhibidores de la α-glucosidasa) y en mejorar la acción de la insulina 
(tiazolidinedionas), entre otras estrategias (Kahn et al. 2013).  
 Existen cinco tipos principales de insulinas inyectables: insulina de acción 
rápida, de acción breve, de acción intermedia, de acción larga y de acción ultra 
larga. Hay tres tipos principales de insulina de acción rápida: Lispro, Aspartato y 
Glulisina y se caracterizan porque su acción comienza en un plazo breve 
aunque también dura poco tiempo. Se trata de insulinas modificadas en ciertos 
aminoácidos por bioingeniería con el objetivo de evitar la autoagregación (Joshi 
et al. 2009).  
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La insulina de acción breve manifiesta su efecto a los 30 minutos y 
alcanza su máximo entre las 2-3 horas después de la inyección subcutánea. 
Por su parte, la insulina de acción intermedia o NPH (protamina neutra de 
Hagedorn o isofánica) presenta un periodo de absorción y comienzo de 
actividad más largos y está constituida por una combinación de la hormona con 
proteínas protaminas. Los dos tipos principales de insulina de acción larga son 
la insulina glargina y la insulina detemir, las cuales presentan un tiempo de 
acción de entre 11 y 24 horas, administrándose una vez al día en el caso de 
glargina y dos en el caso de detemir. Se utilizan estrategias que permiten 
ralentizar la disolución de la insulina en el organismo por medio de la formación 
de precipitados a pH corporal y por la unión a ácido mirístico (detemir), lo que 
prolonga su disponibilidad al intensificar la autoagregación en tejido subcutáneo 
(Wang et al. 2003). 
La metformina es el tratamiento de primera línea en contra de diabetes 
tipo 2. Pertenece a la familia de las biguanidas, se trata de un fármaco 
ahorrador de insulina y no genera hipoglucemia. Su mecanismo de acción se 
basa en la disminución de la producción de glucosa hepática por medio de la 
activación de la proteína quinasa activada por AMP (AMPK), retrasa la 
absorción de glucosa en el tubo digestivo, y estimula la glucólisis en los tejidos 
(Aguayo & Gomes, 2013). La metformina actúa inhibiendo el complejo I 
mitocondrial, lo que causa un incremento del adenosín difosfato (ADP) y 
adenosín monofosfato (AMP) disponible, lo cual activa la enzima AMP quinasa 
y en último término a la enzima acetil-CoA carboxilasa (ACC), favoreciéndose 
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así una mayor oxidación de los ácidos grasos. La metformina suele 
administrarse en conjunto con sulfonilureas. Las sulfonilureas incrementan la 
liberación de insulina por el páncreas por medio de la inhibición de los canales 
de potasio (K+) en las células beta del páncreas, lo que genera una 
despolarización, con la consecuente apertura de los canales de calcio y la 
secreción de insulina. Existen sulfonilureas de primera generación como la 
tolbutamida, clorpropamida y tolazamida y de segunda generación 
(glibenclamida, glimepirida, glipizida) las cuales presentan menores efectos 
adversos. En general, las sulfonilureas se caracterizan por generar 
hipoglucemia (Kudaravalli et al. 2013). 
Otra de las estrategias empleadas son las tiazolidinedionas las cuales 
son sensibilizadores a la insulina de administración oral y que ejercen su acción 
actuando como agonistas del receptor nuclear PPARγ. Las principales 
tiazolidinedionas son rosiglitazona y pioglitazona, cuyas diferencias en sus 
cadenas laterales se traducen en discrepancias en su acción metabólica, perfil 
de metabolitos y efectos adversos (Evans et al. 2013).  
 También existen análogos de GLP-1 (glucagon-like peptide-1), la cual es 
una hormona peptídica de 36-37 aa de la mucosa intestinal, que se secreta en 
respuesta a la presencia de comida. Tiene un tiempo de vida media muy bajo 
(1-2 minutos) ya que es degradado por la enzima dipeptidil peptidasa IV 
(DPP4), por lo que se han desarrollado análogos modificados para incrementar 
el tiempo de vida como son el exedin-4 (aislado de la saliva del lagarto de Gila), 
liraglutida, albiglutida o dulaglutida (Arulmozhi & Portha, 2006). 
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 Los inhibidores de la α-glucosidasa, como la acarbosa y el miglitol son 
inhibidores competitivos de las glucosidasas α intestinales y disminuyen las 
oscilaciones y variaciones posprandiales de glucosa al retrasar la digestión y la 
absorción de almidones y disacáridos. Suelen causar efectos adversos 
gastrointestinales intensos. También suelen emplearse los secuestradores de 
ácidos biliares (como colestipol, colestiramina, colesevelam), los cuales son 
compuestos poliméricos que sirven como resinas de intercambio iónico que 
impiden que se dé la circulación enterohepática de los ácidos biliares, 
reduciendo el colesterol circulante (Takebayashi et al. 2010); y las glifozinas, 
que son fármacos antihiperglucémicos orales que inhiben los transportadores 
de sodio-glucosa tipo 2 (Sodium-glucose linked transporter type 2, SGLT2) del 
riñón, impidiendo de esta forma la reabsorción de glucosa por parte de los 
riñones (Haas et al. 2014). 
1.2.2 Resistencia a la insulina 
Una de las principales características de la diabetes mellitus tipo 2 es la 
resistencia a la insulina, la cual se define como una inhibición temporal de la 
acción de la insulina en los tejidos diana (Tsatsoulis et al. 2013). Uno de los 
factores más importantes que ayudan a la supervivencia humana es la 
capacidad de resistir la inanición en tiempos de hambre, gracias a un exceso de 
almacenamiento de energía en forma de grasa, además de la capacidad de 
sobreponerse a los estresores o amenazas por medio de una respuesta 
adaptativa al estrés. La regulación negativa de la señalización de la insulina se 
considera un mecanismo fisiológico adaptativo, que se activa siempre que el 
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organismo necesita un cambio del estado anabólico al catabólico. En estas 
condiciones, se requiere de una resistencia a la insulina para movilizar las 
reservas energéticas, obtenidas en forma de glucosa liberada por el hígado y de 
ácidos grasos liberados por los adipocitos (Trayhurn, 2005).  
El tejido adiposo tiene un papel fundamental en el  almacenamiento 
energético. Los adipocitos presentan dos funciones críticas, como son la 
síntesis de triglicéridos  a partir de ácidos grasos y la absorción de la glucosa 
después de la alimentación, y además, de la liberación de ácidos grasos y su 
consecuente metabolismo en los tejidos periféricos en situaciones en las que se 
requiere un alto consumo energético. Es necesario un equilibrio dinámico entre 
la lipólisis de los triglicéridos, la liberación de los ácidos grasos y la adquisición 
y oxidación de éstos por parte de tejidos no adiposos, principalmente, el hígado 
y el músculo esquelético. Esta regulación se lleva a cabo por los propios 
adipocitos mediante la secreción de adipoquinas como leptina y adiponectina 
(Frayn et al. 2003; Lee et al. 2011). En cambio, cuando no existe una regulación 
apropiada, comienza a generarse una resistencia a la insulina, ya que las 
células no adiposas presentan una capacidad más limitada de almacenamiento 
de ácidos grasos libres en forma de triglicéridos. Cuando se excede esta 
capacidad de almacenamiento, los lípidos bioactivos o especies lipídicas tóxicas 
acumuladas generan una resistencia a la insulina. Un punto clave para el 
desarrollo de la resistencia a la insulina es cuando los adipocitos sobrepasan su 
capacidad de almacenamiento normal, resultando en una salida de lípidos a los 
tejidos periféricos, lo que se denomina “supersizing” (Schaffer, 2003).  
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 Cuando el flujo de ácidos grasos excede la capacidad de oxidación de 
éstos por lo tejidos, así como la capacidad de almacenamiento, se produce una 
acumulación de ácidos grasos y de sus intermediarios metabólicos 
(diacilglicerol (DAG) y ceramidas entre otros) en los tejidos periféricos. Estos 
metabolitos lipídicos pueden activar a enzimas serin-quinasas como JNK, IKK y 
nPKC, las cuales regulan negativamente la acción de la insulina a través de la 
fosforilación de residuos de serina en proteínas IRS (o proteínas sustrato del 
receptor de la insulina) (Samuel & Schulman, 2012). En el caso de las 
ceramidas, también pueden impedir la acción de la insulina a través de la 
inhibición de la vía PKB/Akt (Blouin et al., 2010). Esto sugiere que la 
acumulación de lípidos en forma de triglicéridos es neutral, y que es la 
acumulación de intermediarios lipídicos la que afecta el correcto funcionamiento 
de la acción de la insulina.  
1.2.3 Modelos de diabetes en animales  
 Los modelos de diabetes en animales se dividen en genéticos y no 
genéticos (inducidos experimentalmente).  
Algunos de los modelos genéticos más empleados son:  
 Ratones ob/ob: es un modelo monogenético, caracterizado por una 
mutación autosómica recesiva en el cromosoma 6, en el gen que codifica 
para la leptina. Desarrollan obesidad, además de hiperglucemia, una 
severa hiperinsulinemia y una cierta intolerancia a la glucosa.  
 Ratones db/db: es un modelo monogenético caracterizado por una 
mutación autosómica recesiva en el gen que codifica para el receptor de 
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la leptina. Estos ratones secretan altos niveles de insulina, lo que los 
convierte en obesos, hiperglucémicos y resistentes a la insulina. Suelen 
emplearse para la investigación de diabetes tipo 2, dislipidemias y para 
screening de agentes miméticos de la insulina o sensibilizadores a ésta  
(Srinivasan & Ramarao, 2007). 
 Ratón obeso New Zealand (NZO): se trata de un modelo poligenético 
de obesidad y diabetes. Muestran hiperfagia, obesidad, hiperglucemia 
moderada, hipeinsulinemia y resistencia a la insulina. Una de las 
mutaciones que presenta es en la transferasa de acetilcolina (Ortlepp et 
al. 2000). 
Por otro lado, los modelos no genéticos se caracterizan porque suelen 
representar un menor costo, mayor disponibilidad y facilidad de inducción de la 
diabetes. Los principales modelos no genéticos o inducidos experimentalmente 
son:  
 Modelos de aloxano o estreptozotocina: el aloxano es un derivado de 
ácido úrico que destruye selectivamente las células beta del páncreas 
por mecanismos de estrés oxidativo. La estreptozotocina (STZ) es un 
antibiótico natural producido por  Streptomyces achromogenes. Es un 
análogo estructural de la N-acetilglucosamina y actúa como un potente 
agente alquilante, afectando el transporte de la glucosa, la actividad 
glucoquinasa y roturas de doble cadena en el DNA, en las células beta 
del páncreas (Islam & Loots, 2009). La STZ suele inyectarse 
intraperitonealmente con dosis de 35-65 mg/kg de peso corporal en ratas 
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y de 100-200 mg/kg de peso corporal en ratones (Rees & Alcolado, 
2005). 
 Pancreatectomía parcial: fue desarrollado inicialmente por Pauls & 
Bancroft y suele darse una remoción de entre el 85-90 % del páncreas. 
La mayor limitación de este modelo es la cierta regeneración que puede 
darse por el páncreas remanente.  
 Dieta alta en grasa (High-fat diet): estos modelos se caracterizan por 
un sobrepeso, obesidad, intolerancia a la glucosa y resistencia a la 
insulina. En este modelo, los ratones C57BL/6J son alimentados con una 
dieta en la que las grasas aportan entre 40-60 % de las calorías totales 
(un contenido de grasa aproximadamente 8 veces mayor que los ratones 
control) durante 8-16 semanas (Winzel et al. 2004).  
 Dieta alta en fructosa: la fructosa induce hipertrigliceridemia, 
hiperinsulinemia y resistencia a la insulina. Puede administrarse en la 
dieta (con un contenido de entre 35-72 % de fructosa) o en solución (10-
15 % de fructosa) durante un periodo de 2-12 semanas. Su principal 
limitante es que se requiere un largo periodo de tiempo para la 
generación de las principales características patogénicas de la diabetes 
tipo 2 (Benado et al. 2004). 
 
 Modelos de dieta alta grasa con STZ: en este modelo los animales se 
alimentan con una dieta alta en grasa para generar la resistencia a la 
insulina, seguido de una inyección de STZ para inducir una disfunción 
parcial de las células beta del páncreas. La ventaja de este modelo sobre 
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los genéticos es que replica la patogénesis natural, produciendo varias 
características que son similares a la patogénesis de la diabetes tipo 2 
en humanos (Chen & Wang, 2005).  
 
1.2.4 PPAR gamma 
Los receptores activados por el proliferador de peroxisomas (PPAR) son 
miembros de una superfamilia de receptores nucleares inducibles por ligando. 
En mamíferos, es posible diferenciar tres tipos principales de PPAR: PPARα 
(NR1C1), PPARβ/δ y PPARγ; los cuales por medio de su unión a elementos 
reguladores en respuesta a PPAR (Peroxisome proliferator response element, 
PPRE) y junto con receptores X retinoides (RXR) controlan la expresión de 
genes implicados en el metabolismo lipídico, inflamación, adipogénesis y 
mantenimiento del equilibrio metabólico (Ahmadian et al., 2013). PPARα se 
expresa predominantemente en hígado, corazón y en tejido adiposo marrón, 
favoreciendo la oxidación de ácidos grasos. PPARβ/δ tiene funciones similares 
a PPARα, se expresa de forma ubicua y cuenta con una función clave en la 
oxidación de ácidos grasos en los principales tejidos metabólicos como en el 
corazón, hígado y músculo esquelético. Finalmente, PPARγ es un importante 
regulador de la adipogénesis así como un potente modulador del metabolismo 
lipídico y de la sensibilidad a insulina. La generación de ratones knockout para 
PPARγ permitió establecer que este receptor es un regulador clave tanto para 
la diferenciación de los adipocitos, como para la maduración de éstos (He et al., 
2003). Existen dos isoformas principales de PPARγ: PPARγ1 y PPARγ2, que se 
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diferencian en que éste último cuenta con 30 aminoácidos adicionales a los 505 
de PPARγ1, en la región aminoterminal. PPARγ2 se expresa únicamente en 
tejido adiposo mientras que la isoforma PPARγ1 se expresa en diferentes 
tejidos, entre ellos el hígado. 
En cuanto a la estructura proteica, PPARγ cuenta con un dominio 
transactivador N-terminal (AF1), un dominio de unión a DNA altamente 
conservado (DBD) y un dominio de unión a ligando C-terminal (LBD). Algunos 
de los principales ligandos naturales son los ácidos oleico, linoleico y linolénico, 
así como diversos metabolitos lipídicos (incluyendo prostaglandina J2 y 
diversos fosfolípidos oxidados). La unión del ligando al receptor induce un 
cambio conformacional en el receptor que permite el reclutamiento de 
cofactores y por lo tanto, la modulación de la actividad de PPAR. El receptor 
PPAR actúa principalmente en regiones intrónicas, secuencias potenciadoras 
intergénicas y en menor medida en las regiones promotoras.   
PPARγ también tiene un papel crucial en el control de la homeostasis de 
la glucosa en el organismo, afectando a la expresión del transportador de 
glucosa tipo 4 (Glut4), la proteína asociada a c-Cbl (Casitas b-lineage 
lymphoma) o CAP, y también incrementa la expresión de los genes que 
codifican para las proteínas IRS-1 y 2, las cuales favorecen la acción de la 
insulina.  
Las funciones de PPARγ están reguladas por diversas modificaciones 
post-traduccionales, como son fosforilación, ubiquitinación o sumoilación, entre 
otros. Por ejemplo, se ha observado que la fosforilación del residuo Ser112, 
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inhibe la actividad de PPARγ, mientras que mutantes (Ser112Ala) en los que no 
se da dicha fosforilación, presentan una mayor actividad que el PPARγ normal. 
En el caso de la sumoilación, PPARγ es modificado de forma reversible por 
SUMO-1 (Small ubiquitin-related modifier 1) en ciertos residuos de lisina. Se ha 
comprobado que la sumoilación en Lys77 reprime fuertemente la actividad 
transcripcional de PPARγ (Stephens et al. 2012). 
Las tiazolidinedionas (TZD) son potentes sensibilizadores a la insulina 
que actúan a través de su interacción con PPARγ, siendo una medicación oral 
altamente efectiva para la diabetes tipo 2. Sin embargo, se han caracterizado 
por presentar ciertos efectos secundarios como la retención de líquidos, 
afecciones cardiacas, ganancia de peso o pérdida de hueso (osteoporosis) 
(Evans et al. 2013). Las tiazolidinedionas contribuyen a la retención de líquidos 
por medio de una alteración de la reabsorción de agua y sodio en el ducto 
colector distal del riñón. En cuanto a la ganancia de peso, reportes recientes 
indican que es la activación de PPARγ en el cerebro más que en el tejido 
adiposo, lo que contribuye a la ganancia de peso dependiente de TDZ (Lu et al. 
2011). También se ha demostrado que PPARγ inhibe la diferenciación de los 
osteoblastos y la formación de hueso, promoviendo por el contrario, la 
diferenciación de los osteoclastos, células encargadas de la destrucción del 
hueso.  Por otro lado, se ha demostrado que la activación selectiva de PPARγ 
en adipocitos resultó ser suficiente para una sensibilización a la insulina, de 
forma equivalente a un tratamiento sistémico con TZD (Sugii et al. 2009). 
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PPARγ1 está expresado a niveles bajos en el hígado de ratones, por lo 
que es poco probable que genere un efecto adipogénico bajo condiciones 
fisiológicas normales. Reddy et al. estudiaron los efectos biológicos de la 
sobreexpresión de PPARγ1 en el hígado de ratones, por medio de la inyección 
de adenovirus-PPARγ1 en la vena de la cola y observaron una inducción de 
esteatosis hepática en ratones knocktout para el receptor PPARα (PPAR-α-/α-) 
el cual está implicado en la β-oxidación de los ácidos grasos. Además de esto, 
observaron que esta sobreexpresión indujo la expresión de genes específicos 
de adipocitos y relacionados con lipogénesis, como son la adiponectina, aP2, 
caveolina-1, FSP27 o CD36,  lo que implica una transformación adipogénica de 
los hepatocitos (Reddy et al. 2003). Por tanto, un alto nivel de PPARγ en hígado 
es suficiente para la inducción de la transformación adipogénica de los 
hepatocitos y la acumulación lipídica.  
Por otro lado, la generación de ratones knockout para PPARγ en hígado 
bajo el control de un promotor humano específico (componente amiloide sérico 
P) permitió determinar una mayor protección a desarrollar esteatosis en 
presencia de una dieta alta en grasa. La esteatosis es una de las enfermedades 
más comunes en el hígado y presenta características similares a lo que sucede 
en el hígado durante el síndrome metabólico y la diabetes tipo 2 (Masuzaki et 
al. 2005). Sin embargo, el papel de PPARγ en la esteatosis hepática es 
controversial, como sucede en la enfermedad de hígado graso no alcohólico, ya 
que una sobreexpresión de PPARγ es característica de este tipo de patología, 
mientras que su activación por tiazolidinedionas permite reducir la esteatosis 
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hepática. La generación de ratones transgénicos mutantes para PPARγ en 
hígado y en macrófagos utilizando un sistema condicional de expresión génica 
(tecnología Cre-loxP) permitió determinar un efecto protector frente a la 
esteatosis hepática inducida por dieta altas en grasas, dándose una menor 
expresión de genes implicados en lipogénesis y β-oxidación de ácidos grasos. 
Además, estos ratones knockout presentaron una mejor tolerancia a la glucosa 
y menor expresión de la enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK). 
Esto permite establecer la expresión de PPARγ en hígado como un factor pro-
esteatótico (Clária et al. 2011). 
En cambio, otros investigadores han demostrado la importancia de la 
inducción de la expresión de PPARγ en hígado para la sensibilización a la 
insulina (Ge et al. 2015). Se ha reportado que la administración de 
eritropoyetina alivia la resistencia a la insulina hepática por medio de la 
activación de la vía PPARγ-AKT tanto in vitro como en un modelo in vivo de 
ratones C57BL/6 alimentados con una dieta alta en grasa, lo que demuestra la 
importancia de PPARγ en hígado para la sensibilización a la insulina. 
Por otro lado, en cuanto al metabolismo de la glucosa, se ha comprobado 
en los últimos años que la administración de agonistas de PPARγ ayuda a 
mejorar la resistencia a la insulina en los tejidos (afectando a la vía de 
señalización de la insulina y a los transportadores Glut4), ésto en diferentes 
modelos animales, como en ratas Zucker diabéticas, ratas resistentes a la 
insulina con dieta alta en fructosa y también alta en grasa (Olefsky, 2000; 
Chaudhary et al. 2012; Sato et al. 2016). También se ha comprobado que las 
 19 
 
tiazolidinedionas mejoran la resistencia a insulina en el tejido endotelial (Huang 
et al. 2015). Además, se ha observado que la reducción en la expresión de 
PPARγ en roedores no obesos que sufren diabetes tipo 2, ocasiona una 
disminución de la sensibilidad a insulina, así como se ve afectada la secreción 
de insulina inducida por glucosa (Kang et al. 2015). 
Por todo lo anterior, y dada la importancia de PPARγ en la regulación del 
metabolismo lipídico y de carbohidratos, en el presente proyecto de tesis se 
propuso la creación de un modelo de sobreexpresión controlada de PPARγ en 
el hígado de ratones con diabetes tipo 2 empleando para ello la terapia génica 
hidrodinámica. Esto se realizó con el propósito de obtener mayor información 
sobre el papel de PPARγ en el hígado en condiciones de diabetes tipo 2 y 
evaluar su uso potencial como diana farmacológica, así como determinar 
variaciones en la resistencia a insulina como consecuencia de esta modificación 
en la expresión. 
1.2.5 Sistemas de expresión inducible 
La posibilidad de encender o apagar la expresión génica en ciertos tipos 
celulares o tejidos, en un tiempo específico aporta una gran flexibilidad a la hora 
de investigar las funciones del gen de interés en condiciones de salud y 
enfermedad. En los últimos años, se han desarrollado distintos sistemas para la 
expresión génica controlada. Uno de los sistemas más extensamente usados 
tanto in vitro, como in vivo son los sistemas de expresión controlados por 
tetraciclina (como son los sistemas Tet-off y Tet-on), en concreto el sistema Tet-
On o Reverse tetracycline-controlled transcriptional activator (rtTA).  
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Este sistema consiste en dos construcciones genéticas, una de ellas es 
una unidad reguladora transcripcional que cuenta con un promotor de 
citomegalovirus (pCMV) seguido de secuencia codificante para un represor Tet 
mutado fusionado a la proteína VP16, formando la proteína rtTA. La segunda 
construcción consta de una secuencia de respuesta tetO seguido del gen de 
interés. El agente inductor es la doxiciclina (Dox), un análogo de la tetraciclina, 
de forma que en ausencia de doxiciclina, rtTA no se une a la secuencia tetO, 
por lo que el gen diana no se transcribe. En cambio, en presencia de Dox, rtTA 
se puede unir a tetO, por lo que se activa la expresión del gen de interés. El 
sistema rtTA se ha empleado exitosamente en numerosos modelos de animales 
transgénicos y en terapia génica, permitiendo la expresión específica en 
diversos órganos, como en músculo, cerebro o hígado (Rolling et al. 2009).  
De acuerdo a lo revisado en la literatura publicada previamente, no 
existen muchos reportes sobre la expresión inducida de PPARγ empleando un 
sistema de tetraciclina. Tachibana et al. 2005 establecieron un sistema para la 
expresión inducida de PPARγ humano de tipo Tet-Off con el objetivo de 
identificar los genes activados por PPARγ. Esto lo realizaron en células HepG2 
y por medio de cotransfección de dos plásmidos no virales: pTet-Off vector y 
pBI-EGFP-hPPARγ (plásmido bicistrónico, para la expresión simultánea del gen 
de interés, hPPARγ, y del gen reportero, EGFP). Por otro lado, Liu et al. 2013 
llevaron a cabo la expresión de hPPARγ y C/EBP por medio de un sistema 
inducible Tet-On de tipo viral (lentivirus) en líneas celulares de adipocitos y con  
diferentes elementos respuesta y proteínas activadoras.  
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1.2.6 Terapia génica  
 La investigación en terapia génica comenzó hace alrededor de 30 años, 
con el objetivo de tratar enfermedades y sus raíces genéticas, contrarrestando o 
reemplazando el mal funcionamiento de un gen dentro de células afectadas por 
una cierta condición. Para lograr este objetivo, la transferencia génica debe 
sobrepasar complejas barreras tisulares y celulares hasta entregar la nueva 
información genética en las células diana u objetivo (Naldini, 2015). 
 Existes diversas estrategias en la terapia génica, como el uso de 
vectores virales (como adenovirus y lentivirus) y vectores no virales (como el 
uso de DNA plasmídico desnudo) además la administración por medio de 
liposomas catiónicos y el uso de RNA de interferencia. Es necesario establecer 
métodos eficientes y seguros para la liberación de material genético en las 
células. Recientemente, se ha empleado la terapia génica hidrodinámica, por 
medio de una rápida inyección de un volumen grande de solución de DNA. Esta 
terapia aporta simplicidad, eficiencia y versatilidad.  
La liberación hidrodinámica consiste en la aplicación de una presión 
hidrodinámica controlada en los capilares para incrementar la permeabilidad de 
las células endoteliales y parenquimales (Suda & Liu, 2007). Zhang et al. 1999 
demostraron que se obtenía un alto nivel de expresión de DNA plasmídico en 
hepatocitos por medio de inyección en la vena de la cola, dándose los mayores 
niveles de expresión en presencia de un alto volumen (~2.5 mL) (Zhang et al. 
1999). La terapia génica hidrodinámica (hydrodynamic gene delivery, HGD) 
combina un DNA desnudo y la presión hidrodinámica generada por una rápida 
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inyección de un volumen grande de fluido en un vaso sanguíneo, para la 
liberación de material genético en células parenquimales. La principal razón por 
la que las células parenquimales son el objetivo de la terapia hidrodinámica es 
porque el endotelio de los capilares y las células parenquimales están 
estrechamente relacionados, permitiendo el acceso del DNA a las células 
parenquimales una vez que la barrera endotelial se ha visto afectada. Además, 
la pared capilar es fina, elástica y relativamente fácil de romper. El gran 
volumen de la solución de DNA permite permeabilizar el endotelio, además de 
generar “poros” en la membrana plasmática de las células parenquimales 
contiguas, a través de los cuales, el DNA u otras moléculas de interés pueden 
entrar al citoplasma. Posteriormente, estos poros se cierran, dejando atrapadas 
las moléculas de interés en el interior celular (Zhang et al. 2004). Entre los dos 
tipos de capilares, los capilares fenestrados o sinusoides son más sensibles al 
procedimiento hidrodinámico que los capilares contiguos, ya que existen 
espacios entre las células endoteliales adyacentes y la lámina basal es más fina 
o incluso no existe. La aplicación más exitosa de esta técnica se ha conseguido 
en la liberación génica en los hepatocitos de roedores. El procedimiento 
estándar implica una inyección en la vena de la cola de 5-7 segundos de 
solución fisiológica, equivalente al 8-10 % del peso corporal. El gran volumen de 
solución de DNA entra directamente en la vena cava inferior y ensancha las 
fibras del miocardio más allá de la longitud óptima de contracción, lo que induce 
una congestión cardiaca y la solución retrocede hasta el hígado. Estudios 
microscópicos han confirmado que las células más impactadas se encuentran 
en la región peri-central del hígado (Suda et al. 2007).   
 23 
 
Existen diversas hipótesis sobre si el DNA entra por medio de un 
receptor o por macropinocitosis. Estudios previos apoyan la noción de que los 
defectos en la membrana (poros) de los hepatocitos son responsables de la 
transferencia intracelular del DNA, por un mecanismo que lleva el nombre de 
hidroporación. Los animales suelen sobrevivir bien a la inyección a pesar de 
que el exceso de fluido induce una disfunción temporal del sistema cardiaco, un 
incremento agudo de la presión arterial a través del hígado, una expansión 
significativa del tamaño del hígado y una deformación estructural. La solución 
de DNA regresa al hígado por medio de la vena hepática, desplazando la 
sangre existente en el hígado por medio de la vena porta. De esta manera se 
evite la mezcla del DNA con las nucleasas presentes en la sangre (Bonamassa 
et al. 2011). También se ha reportado un incremento en la concentración de 
enzimas hepáticas en sangre, volviendo estos valores a la normalidad, 
alrededor de 72 horas post-inyección. El hígado regresa a su tamaño original a 
los 30 minutos, mientras que los poros se resellan aproximadamente a los dos 
minutos y los sinusoides afectados vuelven a su estructura y función original 
entre 24-36 horas después de la liberación génica hidrodinámica. Entre las 
aplicaciones de terapia génica hidrodinámica se encuentran: la hemofilia, 
deficiencia de la hormona del crecimiento, diabetes, obesidad, miocarditis, 
glomerulonefritis, regeneración del hígado y varios tipos de cáncer (Suda & Liu, 
2007). Además, una ventaja en comparación con los sistemas convencionales 
bacterianos o de levaduras, es que la expresión del transgén en roedores evita 





 La diabetes mellitus tipo 2 es un desorden metabólico crónico cuya 
prevalencia en la actualidad continúa incrementándose en todo el mundo. El 
estilo de vida actual de las sociedades occidentales favorece el hecho de que 
se dé una alta ingesta de calorías, baja actividad física, así como situaciones de 
estrés, lo cual facilita el desarrollo de diversas alteraciones en el metabolismo. 
Una de las principales características de la diabetes tipo 2 es la resistencia a la 
insulina, siendo éste un problema cada vez más abundante. Existen diversos 
tratamientos para la diabetes, entre ellos las tiazolidinedionas, las cuales tienen 
como blanco el factor de transcripción PPARγ, el cual se encarga de favorecer 
el almacenamiento de lípidos y disminuir la resistencia  a la insulina. Además, el 
hígado tiene una gran importancia en la regulación del metabolismo, y se ha 
observado que en ausencia de PPARγ en tejido adiposo, el hígado se convierte 
en el principal sitio de acción de las tiazolidinedionas (Gavrilova et al. 2003).  
 Aún es mucho lo que se desconoce sobre la importancia de PPARγ en el 
hígado y en el desarrollo y patología de la diabetes tipo 2, y dada la dificultad de 
realizar estudios en humanos a este respecto, se planteó el uso de terapia 
génica para la expresión inducida de PPARγ humano en el hígado de ratones 
C57BL/6 en condiciones de diabetes tipo 2, con el objetivo de profundizar en el 







La expresión de PPARγ humano en hígado de ratones con diabetes tipo 



















1.5  OBJETIVOS Y METAS 
Objetivo general: 
Expresar PPARγ humano en el hígado de ratones C57BL/6 por medio de 
terapia génica hidrodinámica y en condiciones de diabetes tipo 2.  
Objetivos específicos: 
1. Diseñar y construir los vectores para la expresión inducible de PPARγ 
humano bajo un sistema de tetraciclina (Tet-On). 
2. Expresar de manera transitoria e inducible PPARγ humano en un modelo 
in vitro y analizar su expresión por PCR tiempo real.  
3. Inducir diabetes tipo 2 en ratones C57BL/6 con un modelo combinado de 
dieta alta en grasa-fructosa y administración de estreptozotocina.  
4. Inducir la expresión de PPARγ humano en hígado de ratones C57BL/6 
por medio de terapia génica hidrodinámica.  
5. Determinar la expresión en hígado de PPARγ humano por PCR punto 
final tras la inducción del sistema de tetraciclina. 
6. Cuantificar los niveles de glucosa, insulina y adiponectina plasmática 
antes y después del tratamiento con terapia génica.  











2. MATERIALES Y MÉTODOS  
2.1 MATERIALES 
2.1.1 Animales: 
Se emplearon ratones machos C57BL/6 de entre 3-4 semanas al inicio 
del protocolo de inducción de diabetes tipo 2, los cuales se mantuvieron en 
jaulas con acceso a agua y alimento ad libitum con un ciclo luz/oscuridad de 12 
h (6 AM-6 PM) y una temperatura ambiental aproximada de 22-25ºC. Se 
empleó la alimentación estándar Teklad Global 18 % Protein Rodent Diet 
(Envigo). Los experimentos con animales se realizaron siguiendo las 










2.2.1 Diseño y construcción de los vectores para la expresión 
inducida de PPARγ humano en el hígado de ratones C57BL/6 
El sistema inducible por tetraciclina está basado en dos grupos de 
secuencias, siendo necesario por tanto dos plásmidos: pTRE3G-ZsGreen1 
(también denominado plásmido respuesta, y donde se insertó el gen de interés, 
PPARγ humano) (Figura 1) y pCMV-Tet3G (plásmido regulador) (Figura 2). El 
vector de clonación pTRE3G-ZsGreen1 (4,700 pb) consta de un marcador de 
resistencia a ampicilina, un promotor en respuesta a Tet de tercera generación 
(TRE3G), un marcador de fluorescencia (ZsGreen1), un sitio interno de entrada 
al ribosoma (IRES2) y un sitio de clonación múltiple (MCS). Por otra parte, el 
vector de clonación pCMV-Tet3G (7,141 pb) consta de un promotor de 
citomegalovirus (CMV) y codifica para la proteína transactivadora, TET-ON. Con 
el objetivo de inducir la expresión de PPARγ humano específicamente dirigida 
al hígado de ratones de la cepa C57BL/6, se clonó el gen codificante para la 
proteína TET-ON en el vector pALB-GFP (6,550 pb), el cual cuenta con un 
promotor/enhancer de albúmina de ratón, un sitio de clonación múltiple (MCS), 
un marcador de fluorescencia (EGFP) y un marcador de resistencia a 























Figura 3. Representación gráfica del vector pALB-GFP. 
El gen codificante para la proteína transactivadora, TET-ON, se insertó 
en el vector pALB-GFP empleando las enzimas de restricción SalI y KpnI en los 
extremos 5’ y 3’ del gen, respectivamente. A su vez, el gen PPARγ se clonó en 
el sitio de clonación múltiple del vector pTRE3G-ZsGreen1 empleando las 
enzimas MluI y NheI en los extremos 5’ y 3’ del gen, respectivamente. 
2.2.1.1 Clonación del gen PPARγ humano en el vector 
pTRE3G-ZsGreen1 
El gen codificante para la proteína PPARγ humana se adquirió 
comercialmente a partir de la compañía General Biosystems, estando clonado 
en el vector pET-32a(+), el cual cuenta con un tamaño total de 7,286 pb. Se 
partió del vector en forma liofilizada, por lo que se resuspendió y diluyó a una 
concentración final de 50 ng/µL. A su vez, el vector pTRE3G-ZsGreen1 
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(Clontech, Cat. N° 631164) se diluyó en una relación 1:10, para obtener una 
concentración final de 50 ng/µL.  
A partir de esto, se procedió a la transformación de bacterias E. coli 
DH5α competentes a cloruro de rubidio (RbCl) (Apéndice A), empleando 20 µL 
de la suspensión de bacterias, así como 1 y 3 µL de cada plásmido, 
respectivamente.  
Para el protocolo de transformación de bacterias DH5α previamente 
tratadas con RbCl, se agregaron 20 µl de la suspensión de bacterias a un tubo 
eppendorf enfriado, así como 1 µl del plásmido (evaluación de la eficiencia de 
transformación)  y 3 µL. Después de eso, se mantuvo en hielo por 30 minutos, 
se pasó 45 segundos a 45 °C (baño maría) y se volvió a pasar 2 minutos al 
hielo. A continuación, se agregaron 800 µl de medio Luria Bertani o LB y se 
dejó agitando 30 minutos a 90-100 rpm a 37 °C. Después de ese periodo, se 
centrifugaron las muestras a 13,000 rpm y se retiraron 750 µl. Posteriormente, 
se resuspendió el pellet y se realizó una siembra por extensión en placas de 
Petri con medio LB suplementado con ampicilina (100 µg/mL) y se dejó 
incubando toda la noche a 37°C. Además, como control negativo se emplearon 
bacterias competentes a las que no se les agregó el plásmido. 
A la mañana siguiente, se observó la presencia de colonias 
transformadas de cada uno de los plásmidos y se procedió a la inoculación de 
bacterias E. coli DH5α transformadas en 6 mL de medio LB suplementado con 
ampicilina (100 µg/mL) y se dejó incubando toda la noche a 37 °C en agitación 
(210 rpm).  
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Posteriormente, se realizó la extracción del plásmido a partir del cultivo 
obtenido. Para ello, se tomaron 1.5 mL del cultivo bacteriano, se centrifugó a 
13,000 rpm durante 2 minutos y se descartó el sobrenadante. A continuación, 
se adicionaron 300 µl del reactivo TENS (1 mL de Tris 0.5 M pH 7.5, 0.1 mL de 
EDTA 0.5 M pH 8, 1 mL NaOH 5N y 2.5 mL de SDS 10 % en un volumen total 
de 50 mL) al pellet, se resuspendió el pellet por pipeteo y se agitó en vórtex por 
10 segundos. Después de esto, se añadieron 150 µl de acetato de sodio 3M 
(pH 4.8-5.2) y se volvió a dar vórtex por 10 segundos. Se centrifugó 10 minutos 
a toda velocidad y se separó el sobrenadante, pasándolo a un nuevo tubo 
eppendorf.  
Posteriormente, se añadieron 900 µl de etanol absoluto, se mezcló y se 
mantuvo a -20°C por 30-40 minutos. Después se centrifugó 15 minutos a toda 
velocidad (13,300 rpm) y se descartó el sobrenadante. Se lavó con etanol 70 % 
(aproximadamente 500 µl) hasta despegar la pastilla, para eliminar el exceso de 
sales. Se descartó el sobrenadante, y se centrifugó 2 minutos a 13,000 rpm. 
Después de dejar secar los posibles restos de etanol, se agregaron 50 µl de 
agua estéril para resuspender el pellet.  
A continuación, se cuantificó en Nanodrop 2000 la concentración de DNA 
plasmídico obtenido, y se corrió una electroforesis en gel de agarosa 1 % para 
confirmar la integridad de la muestra. Después de esto, se procedió a purificar 
el plásmido empleando un kit de purificación en gel de agarosa (QuickClean II 
Gel Extraction Kit, GenScript) y se cuantificó la cantidad obtenida del plásmido 
por medio de Nanodrop 2000. A continuación, se procedió a estandarizar la 
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reacción de PCR punto final. Para ello, se emplearon los oligonucleótidos o 
primers indicados en la TABLA I. 
TABLA I. Secuencia de los primers diseñados para la amplificación de PPARγ y 
un fragmento confirmatorio de pTRE3-ZsGreen1, además de las Tm y 
porcentaje de GC. 
  Primers Tm GC % 
PPARγ 
(1455 pb) 
F 5’-GACTACGCGTATGACCATGGTTGACAC-3’ 60.9°C 51.9 % 




F 5’-TGCCACGTTGTGAGTTGG-3’ 55.9 °C 55.6 % 
R 5’-CCACCACTGCTCCCATTC-3’ 56.0°C 61.1 % 
 
En los primers diseñados para la clonación de PPARγ se agregaron los 
sitios de restricción correspondientes para las enzimas MluI (primer forward) y 
NheI (primer reverse). A su vez, se diseñaron un par de primers para la 
identificación de pTRE3-ZsGreen1 (TABLA I), así como para posteriormente 
confirmar que la clonación del gen de interés fue correcta. Para la reacción de 
PCR se empleó la enzima Green Taq DNA Polimerase (GenScript) y las 



























Vtotal= 50 µL 
Condiciones 
(N° Ciclos=35) 
Agua libre de 
nucleasas 
37.5 µL 94 °C 5’ 
Buffer 10X 5 µL 94 °C 45’ 
Mg2+ 2 µL 65 °C 1’ 
dNTP (2.5 mM) 1 µL 72 °C 2’ 
Primer forward 
(20 µM)  
1 µL 72°C 10’ 
Primer reverse 
(20 µM) 
1 µL 4°C ∞ 
DNAp (5 ng/µL) 2 µL   
Taq polimerasa 0.5 µL   
Reacción Vtotal= 50 µL Condiciones 
(N° Ciclos=35) 
Agua libre de nucleasas 37.5 µL 94 °C 5’ 
Buffer 10X 5 µL 94 °C 30’’ 
Mg2+ 2 µL 60 °C 30’’ 
dNTP (2.5 mM) 1 µL 72 °C 1’ 
Primer forward (20 µM) 1 µL 72°C 8’ 
Primer reverse 
(20 µM) 
1 µL 4°C ∞ 
DNAp (5 ng/µL) 2 µL   
Taq polimerasa 0.5 µL   
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Una vez estandarizadas las condiciones necesarias para la reacción de 
PCR punto final, se realizó una PCR con la polimerasa de alta fidelidad 
Platinum SuperFi Green Master Mix PCR (Invitrogen). En la TABLA IV se 
muestran las condiciones de esta reacción, con un total de 35 ciclos. A 
continuación, se realizó una electroforesis en gel de agarosa 1 % (5 minutos a 
80 V y 25 minutos a 120 V) para comprobar que se dio la amplificación. Para 
ello, se cargaron 7 µL de la muestra, 2 µL de buffer de carga 10X y 1 µL de 
tinción RedGel. 
TABLA IV. Condiciones para la reacción de PCR de PPARγ empleando 








Una vez que se obtuvo la amplificación de PPARγ, se procedió a purificar 
la muestra empleando un kit de purificación de DNA en gel de agarosa 
(QuickClean II Gel Extraction Kit, GenScript, Cat No. L00418), siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Brevemente, se cortó y pesó el fragmento de 
Reacción Vtotal= 50 µL 
Condiciones 
(N° Ciclos=35) 
Agua libre de nucleasas 21 µL 98 °C 4’ 
2X PlatinumSuperFi 
Green PCR Master Mix 
25 
µL 
98 °C 30’’ 
Primer forward (20 µM) 1µL 65 °C 30’’ 
Primer reverse 
(20 µM) 
1 µL 72 °C 1’ 
DNA (1-10 ng)  2µL 72°C 10’ 
  4°C ∞ 
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interés agregándose Binding buffer II en proporción 1:3 (100 mg = 100 µl). A 
continuación, se incubó la muestra a 55°C por 10 minutos y se agitó en vórtex 
ocasionalmente. Una vez disuelto, se transfirió la muestra a la columna y se 
centrifugó a 12,000 por 1 minuto, descartándose el líquido. Después de eso, se 
agregaron 500 µl de Binding buffer II a la columna y se centrifugó a 12,000 rpm 
por 1 minuto, volviéndose a descartar el líquido. Posteriormente, se agregaron 
750 µl de buffer de lavado a la columna, se incubó durante 5 minutos, y se 
centrifugó a 12,000 rpm por 1 minuto en dos ocasiones, descartándose el 
líquido. Por último, se adicionaron 50 µl de buffer de elución a la columna, se 
dejó incubar durante dos minutos y por último, se volvió a centrifugar por un 
minuto.  
A continuación, se cuantificó en Nanodrop 2000 la concentración de DNA 
obtenida y se llevó a cabo la primera reacción de digestión con la enzima MluI 
(Promega, Cat. No R6381, 1,000 u). Para ello se llevó a cabo la siguiente 
reacción (TABLA V).  
TABLA V. Reacción de digestión de PPARγ y pTRE3-ZsGreen1 con MluI. 
Reacción  Vtotal= 50 µL 
Agua libre de 
nucleasas 
Hasta 50 µL 
Buffer D 10X 5µL 
BSA (10µg/µL) 0.5µL 
DNA (1 µg) - 




La digestión se realizó a una temperatura de incubación de 37 °C durante 
3 horas. Una vez pasado este tiempo se procedió a inactivar la enzima MluI 
sometiéndola a 65 °C por 20 minutos.  
Después de esto, se realizó una nueva electroforesis en gel de agarosa 
al 1 % para purificar las muestras digeridas de la  reacción de PCR de PPARγ y 
del vector pTRE3-ZsGreen1, empleándose de nuevo el kit QuickClean II Gel 
Extraction Kit.Una vez purificadas las muestras, se llevó a cabo la reacción de 
digestión con la enzima NheI (Promega, Cat. No R6501, 250 u) tal y como se 
muestra en la TABLA VI. Se dejó incubar por 3 horas a 37 °C y posteriormente, 
se inactivó sometiéndola a 65 °C por 20 minutos.  
TABLA VI. Reacción de digestión de PPARγ y pTRE3-ZsGreen1 con NheI. 
Reacción Vtotal= 50 µL 
Agua libre de 
nucleasas 
Hasta 50 µL 
Buffer B 10X 5µL 
BSA (10µg/µL) 0.5µL 
DNA (1 µg) - 
NheI (10 u/µL) 0.5 µL 
 
Al finalizar esta segunda reacción de digestión, se purificaron las 
muestras y se cuantificaron en Nanodrop 2000, para a continuación realizar la 
reacción de ligación a temperatura ambiente por 16 horas (TABLA VII).  
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Para esta reacción se empleó la enzima Ligasa T4 (Invitrogen, Cat. No 
15224-017, 100 U). La relación en tamaño entre el inserto y el vector fue de 3.3 
y la relación molar inserto/vector fue de 3:1.  
TABLA VII. Condiciones de la reacción de ligación por medio de la DNA ligasa 
T4. 




Inserto 3-30 fmol 
Vector 9-90 fmol 
DNA total 0.01-0.1 µg 
DNA Ligasa T4 0.5µL 
 
Al día siguiente, se realizó la transformación de bacterias E. coli DH5α 
competentes con una cantidad de entre 50-100 ng de la reacción de ligación. A 
partir de las colonias transformantes obtenidas, se realizó una inoculación en 
medio LB suplementado con ampicilina, dejándose incubar a 37 °C durante 16 
horas. Después de eso, se realizó una extracción plasmídica y se corroboró por 
PCR punto final que la clonación fue exitosa empleando las condiciones de 






2.2.1.2 Clonación del gen TET-ON en el vector pALB-GFP 
El plásmido pALB-GFP fue donado por Snorri Thorgeirsson (Addgene 
plasmid # 55759) en forma de DNA en papel de filtro. Para la recuperación del 
plásmido, se recortó el círculo contenedor del DNA en condiciones de 
esterilidad, se sumergió en 30 µL de buffer TE y se mezcló por medio de 
pipeteo. Tras esperar unos 10 minutos, se recuperó el buffer TE (Tris HCl 10 
mM, EDTA 0.1 mM) con DNA. Se cuantificó el material obtenido empleando 
Nanodrop 2000, obteniéndose una concentración de 6 ng/µL. Posteriormente, 
se procedió a la transformación de bacterias E. coli DH5α cloruro de rubidio 
competentes con 1 µL y 3 µL, respectivamente, empleando medio LB con agar, 
suplementado con kanamicina (50 µg/mL). A partir de colonias transformantes 
se realizó un inóculo y al día siguiente se llevó a cabo la extracción plasmídica. 
De igual manera, el vector pCMV-Tet3G (Clontech, Cat. N° 631164) se 
diluyó en una relación 1:10, para obtener una concentración final de 50 ng/µL. 
Después de eso, se llevó a cabo la transformación de bacterias competentes. A 
la mañana siguiente, se observó la presencia de colonias transformadas de 
cada uno de los plásmidos y se procedió a la inoculación de bacterias E. coli 
DH5α transformadas en 6 mL de medio LB suplementado con ampicilina (100 
µg/mL) y se dejó incubando toda la noche a 37 °C en agitación (210 rpm). 
Posteriormente, se realizó la extracción plasmídica empleando el método de 
TENS, se purificaron las muestras y se cuantificó el DNA obtenido por medio 
del Nanodrop 2000.  
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A continuación, se procedió a estandarizar la reacción de PCR punto 
final. Para ello, se emplearon los primers indicados en la TABLA VIII. 
TABLA VIII. Secuencia de los primers diseñados para la amplificación de TET-
ON y pALB-GFP, además de las Tm y porcentaje de GC. 
  Primers Tm GC % 
TET-ON 
(1,237 pb) 
F 5'-CGGAGTCGACATGTCTAGACTGGAC-3' 60 °C 56 % 
R 5'-GATAGGTACCGCTGGATACTTCCCG-3' 60.1 °C 56 % 
pALB-GFP 
(791 pb) 
F 5’-GTTCTCCAGCTTGGGATCG-3’ 55.6 °C 57.9 % 
R 5’-CGGGTCTTGTAGTTGCCG-3’ 56°C 61.1 % 
 
En los primers diseñados para la clonación de TET-ON se agregaron los 
sitios de restricción correspondientes para las enzimas SalI (primer forward) y 
KpnI (primer reverse). Para la reacción de PCR se empleó la enzima Green Taq 
DNA Polimerase (GenScript) y las condiciones se indican en la TABLA IX. A su 
vez, se diseñaron un par de primers para la identificación de pALB-GFP, para 
posteriormente confirmar que la clonación del gen de interés fue correcta 






























Agua estéril 37.5 µL 94 °C 5’ 
Buffer 10X 5 µL 94 °C 45’ 
Mg2+ 2 µL 65 °C 1’ 
dNTP (2.5 mM) 1 µL 72 °C 2’ 
Primer forward (20 µM)  1 µL 72°C 10’ 
Primer reverse 
(20 µM) 
1 µL 4°C ∞ 
DNAp (5 ng/µL) 2 µL   






Agua estéril 37.5 µL 94 °C 5’ 
Buffer 10X 5 µL 94 °C 30’’ 
Mg2+ 2 µL 60 °C 30’’ 
dNTP (2.5 mM) 1 µL 72 °C 1’ 
Primer forward (20 µM)  1 µL 72°C 8’ 
Primer reverse (20 µM) 1 µL 4°C ∞ 
DNAp (5 ng/µL) 2 µL   
Taq polimerasa 0.5 µL   
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Una vez estandarizadas las condiciones necesarias para la reacción de 
PCR punto final, se realizó una PCR con la polimerasa de alta fidelidad 
Platinum SuperFi Green Master Mix PCR (Invitrogen) (TABLA XI).  
TABLA XI. Condiciones para la reacción de PCR de TET-ON empleando 








A continuación, se realizó una electroforesis en gel de agarosa 1 % (5 
minutos a 80 V y 25 minutos a 120 V) para comprobar que se dio la 
amplificación. Para ello, se cargaron 7 µL de la muestra, 2 µL de buffer de carga 
10X y 1 µL de tinción RedGel.  
Una vez que se obtuvo la amplificación de TET-ON, se realizó una 
electroforesis en gel de agarosa 1 % y se purificó el fragmento de interés. A 
continuación, se cuantificó en Nanodrop 2000 la concentración de DNA 
obtenida y se llevó a cabo la primera reacción de digestión con la enzima SalI 






Agua libre de 
nucleasas 
21 µL 98 °C 4’ 
2X PlatinumSuperFi 




98 °C 30’’ 
Primer forward (20 
µM) 
1µL 65 °C 30’’ 
Primer reverse 
(20 µM) 
1 µL 72 °C 1’ 
DNA (1-10 ng)  2µL 72°C 10’ 
  4°C ∞ 
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TABLA XII. Reacción de digestión de TET-ON y pALB-GFP con SalI. 
Reacción Vtotal= 50 µL 
Agua libre de 
nucleasas 
Hasta 50 µL 
Buffer Anza 10X 5µL 
DNA (0.2-1 µg) - 
SalI (20 u/µL) 1 µL 
 
La digestión se realizó a una temperatura de incubación de 37 °C durante 
3 horas. Una vez pasado este tiempo se procedió a inactivar la enzima SalI 
sometiéndola a 80 °C por 20 minutos.  
Después de esto, se realizó una nueva electroforesis en gel de agarosa 
al 1 % para purificar las muestras digeridas. Una vez purificadas las muestras, 
se llevó a cabo la reacción de digestión con la enzima KpnI (Promega, Cat. No 
R6341, 2,500 u), indicada en la TABLA XIII. Se dejó incubar por 3 horas a 37 °C 
y en este caso, no se realizó la inactivación por calor, ya que la enzima KpnI no 
se inactiva completamente por medio de calor. 
Al finalizar esta segunda reacción de digestión, se purificaron las 
muestras y se cuantificaron en el Nanodrop 2000, para a continuación realizar 
la reacción de ligación a temperatura ambiente por 16 horas. La relación en 
tamaño entre el inserto y el vector fue de 1:5 y la relación molar inserto/vector 
fue de 3:1. La reacción de ligación se realizó de la misma manera indicada 




TABLA XIII. Reacción de digestión de TET-ON y pALB-GFP con KpnI. 
Reacción  Vtotal= 50 µL 
Agua libre de 
nucleasas 
Hasta 50 µL 
Buffer B 10X 5µL 
BSA (10µg/µL) 0.5µL 
DNA (1 µg) - 
KpnI (10 u/µL) 0.5 µL 
 
Al día siguiente, se realizó la transformación de bacterias E. coli DH5α 
competentes con una cantidad de entre 50-100 ng de la reacción de ligación. A 
partir de las colonias transformantes obtenidas, se realizó una inoculación en 
medio LB suplementado con ampicilina, dejándose incubar a 37 °C durante 16 
horas. Después de eso, se realizó una extracción plasmídica y se corroboró por 
PCR punto final que la clonación fue exitosa empleando las condiciones de 
reacción indicadas anteriormente en la TABLA X. 
2.2.2 Expresión transitoria de PPARγ humano en células 
HEK293T 
2.2.2.1 Mantenimiento de la línea celular HEK293T 
La línea celular HEK293T (células embrionarias de riñón humano 293T) 
fue donada por el Departamento de Neurodesarrollo y Fisiología, del Instituto de 
Fisiología Celular de la Universidad Autónoma Nacional de México. Las células 
HEK293T se cultivaron en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, 
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high glucose, GIBCO Life Technologies) y suero fetal bovino al 10 %, a 37°C y 
en una atmósfera de 5 % de CO2 en una incubadora de CO2 (Thermo Fisher 
Scientific). Las células HEK293T son ligeramente adherentes por lo que para la 
realización del cambio de medio y pase celular, se evitó el uso de soluciones de 
lavado como buffer de fosfatos (PBS). Por ello, para el cambio de medio se 
retiró el contenido por aspiración y se volvieron a agregar 3 mL de medio fresco 
en el frasco de cultivo de 25 cm2 (Thomas et al. 2004). 
Cuando las células alcanzaron una confluencia de entre 70-80 % se llevó 
a cabo el pase celular. Se retiró el contenido por aspiración, se agregaron 0.5 
mL de tripsina (Trypsin-EDTA (0.25 %) Gibco), se incubó el frasco durante 3-5 
minutos a 37°C y posteriormente, se procedió a neutralizar la tripsina con 1 mL 
de medio de cultivo y se resuspendió bien el contenido. A partir del tercer pase 
celular, las células se emplearon para la realización de los ensayos de 
transfección. Para ello, se obtuvo una suspensión celular, la cual se pasó a un 
tubo falcon de 15 mL y se centrifugó a 1,300 revoluciones por minuto (rpm) 
durante 10 minutos. Una vez obtenido el pellet, se retiró el sobrenadante y se 
agregó medio DMEM con suero fetal bovino libre de tetraciclinas (Tet System 
Approved FBS, US-Sourced, Cat. No 631105, Clontech). Se tomaron 10 µL de 
la suspensión celular y se colocaron en la cámara de Neubauer para realizar el 
conteo de las células, ajustándose a 300,000 células/mL. Después, se 
sembraron 400,000 células/pocillo en placas de 6 pocillos (CLS3516, Corning), 
para que alcanzara una confluencia entre 50-70 % en el momento de la 
transfección, y se dejaron incubar durante 24 horas a 37°C y 5 % de CO2. Al día 
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siguiente, se observó la formación de la monocapa y se llevó a cabo el 
protocolo de  transfección (Clontech, Takara).  
2.2.2.2 Transfección transitoria en células HEK293T con el 
polímero Xfect Polymer (Clontech) 
La transfección se realizó empleando el polímero catiónico comercial 
Xfect Polymer (Clontech). Antes de iniciar, se dio vórtex al polímero Xfect y al 
buffer de reacción Xfect. En tubos de microcentrífuga se diluyó la cantidad 
deseada (1-4 μg) del plásmido correspondiente, en un volumen final de buffer 
Xfect de 100 μL. Después de agregar el plásmido, se añadieron 0.3 μL de 
polímero por cada μg de plásmido y se mezcló bien con vórtex durante 10 
segundos a alta velocidad. Se dejaron incubar los tubos por 10 minutos a 
temperatura ambiente, para permitir la formación de los complejos de 
nanopartículas. A continuación, se dio una ligera agitación y se agregaron los 
100 μL de la solución  de nanopartículas gota a gota a cada uno de los pocillos 
y finalmente, se agitó la placa ligeramente para mezclar bien el contenido.  
Se realizó la cotransfección transitoria de los plásmidos del sistema Tet-
On. El primer pocillo fue el control negativo (células HEK293T no 
transfectadas). En los pocillos 2 y 3 se agregaron 1μg de pCMV-Tet3G y 4 μg 
de pTRE-ZsGreen1-PPARγ, uno sin la adición de doxiciclina y otro con la 
adición de doxiciclina (Cayman Chemical) a una concentración de 1 μg/mL. A 
su vez, en el pocillo 4, las células se cotransfectaron con 1 μg de pCMV-Tet3G 
y 4 μg de pTRE-ZsGreen vacío, como un control de la expresión de ZsGreen1. 
Este ensayo se realizó por triplicado. 
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A continuación se muestra un esquema del experimento realizado:  
 
Figura 4. Esquema del ensayo de transfección transitoria en placas de 6 
pocillos con el sistema inducible Tet-On en células HEK293T. 
Se incubó la placa a 37°C toda la noche y a la mañana siguiente, se 
retiró por aspiración el medio con las partículas catiónicas formadas y se 
agregaron 2 mL de medio DMEM fresco suplementado con el inductor 
doxiciclina a una concentración de 1 μg/mL (en los pocillos indicados 
anteriormente) y se volvió a incubar a 37°C durante otras 24 horas. Por último, 
se obtuvo el pellet celular de cada uno de los pocillos para el análisis de los 








2.2.2.3 Extracción de RNA total a partir de células HEK293T 
La extracción del RNA se realizó con la técnica de TRIzol (TRIzol 
Reagent) también denominada extracción por tiocianato de guanidina y fenol-
cloroformo (Chomczynski et al. 1987). La extracción se realizó 24 horas 
después de la adición del inductor doxiciclina, agregándose 0.5 mL de TRIzol 
directamente en cada pocillo. Se procedió a la resuspensión de las células y se 
dio vórtex durante 15 segundos. Se dejó reposar la muestra en hielo durante 2 
minutos y después de esto, se adicionaron 200 μL de cloroformo y se agitó 
vigorosamente durante 60 segundos. Posteriormente, se dejó reposar en hielo 
durante otros 3 minutos y se centrifugó la muestra a 13,300 rpm por 8 minutos a 
4°C. Una vez finalizada la centrifugación, se tomó cuidadosamente la fase 
acuosa (sobrenadante) y se pasó a un nuevo tubo eppendorf con 500 μL de 
isopropanol previamente enfriado, mezclándose por inversión. A continuación, 
se incubó la muestra a -20°C durante unos 15-20 minutos y se volvió a 
centrifugar a 13,300 rpm durante 10 minutos, para la precipitación del RNA en 
presencia de isopropanol. Se decantó el sobrenadante y el pellet formado se 
lavó con 500 μL de etanol al 70 %, para el lavado de la pastilla. Después, se 
centrifugó a 8,000 rpm durante 5 minutos, se retiró el etanol y se dejó secar el 
tubo. Por último, se disolvió la pastilla en 50 μL de agua libre de RNasas y se 





Se evaluó la integridad del RNA por medio de electroforesis en gel de 
agarosa al 1 % (70 V durante 5 minutos y 90 V durante 30 minutos) y se llevó a 
cabo la cuantificación de la muestra por espectrofotometría empleando el 
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific), determinándose la relación 260/280 para 
evaluar la pureza del RNA.  
2.2.2.4 Síntesis de DNA complementario por retrotranscripción 
y PCR tiempo real 
Una vez obtenido el RNA, se procedió a realizar la reacción de 
transcripción reversa, para la generación del DNA complementario (cDNA), y 
posteriormente la reacción de PCR tiempo real, empleando el equipo de PCR 
tiempo real One-Step (Applied Biosystems®). Para la retrotranscripción se 
empleó el kit SuperScript ® IV Reverse Transcriptase (Invitrogen) siguiendo la 
reacción mostrada en la TABLA XIV. Las condiciones de reacción fueron las 
siguientes: 10 minutos a 23 °C, 10 minutos a 55 °C y 10 minutos a 80°C (para la 








TABLA XIV. Reacción de retrotranscripción de RNA por medio del kit 
SuperScript ® IV Reverse Transcriptase para la generación del cDNA.  
Reacción Volumen total = 20 μL Concentración final 
Agua libre de RNAasas Hasta 20 μL N/A 
Buffer SSIV 5X 4 μL 1X 
10 mM dNTP mix 1 μL 0.5 mM cada uno 
100 mM DTT 1 μL 5 mM 
Inhibidor RNAsa 
(RNaseOUT, 40 U/μL) 
1 μL 2.0 U/ μL 
50 μM Oligo d(T)20 
primer o  50 μM 
hexámeros aleatorios 
1 μL 2.5 μM 
RNA 2 μg < 5 μg de RNA total 
 
Una vez obtenido el cDNA se empleó el kit Luna Universal qPCR Master 
Mix (New England Biolabs) para llevar a cabo las reacciones de PCR en tiempo 
real (TABLA XV), empleando un protocolo de 40 ciclos.  
En primer lugar, se realizaron las curvas de cuantificación relativa para el 
gen de interés, PPARγ, y para los genes de referencia GAPDH (Gliceraldehído-
3-fosfato deshidrogenasa) y β-Actina (ACTB), mostrándose en la TABLA XVI los 




TABLA XV. Esquema general de la reacción de PCR tiempo real empleando el 

















primer (10 μM) 




primer (10 μM) 
0.8 μL Extensión 60-62°C 
30 
segundos 
cDNA Variable Melt curve 60-95°C   




    
 
TABLA XVI. Lista de primers correspondientes a PPARγ y los genes de 
referencia GAPDH y ACTB. 
  Primers Tm GC % 
PPARγ 
( 170 pb) 
Forward 5’- GCCTTTTGGTGACTTTATGG -3’ 59.3 45 
Reverse 5’- GTAGCAGGTTGTCTTGAATG -3’ 58.6 45 
GAPDH 
(113 pb) 
Forward 5’-AGAAGGTGGTGAAGCAGG-3’ 61.2 57.9 
Reverse 5’-GTCAAAGGTGGAGGAGTGG-3’ 61.7 60 
ACTB 
(165 pb) 
Forward 5'-TCTGGCACCACACCTTCTAC-3' 63.5 50 
Reverse 5'-GCACAGCCTGGATAGCAAC -3' 62.9 52.4 
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Para la realización de las curvas de cuantificación relativa se emplearon 
rangos de cDNA de entre 100 ng y 0.1 pg, con el objetivo de determinar las 
eficiencias de reacción. Para el gen GAPDH se realizó una curva con rangos de 
cDNA entre 100 y 0.16 ng (con una dilución de 1:5) y una temperatura de 
extensión de 62°C. Para el gen β-Actina (ACTB) el rango fue de 100 a 6.25 ng 
(con una dilución entre las muestras de 1:2) y una temperatura de extensión de 
61°C. Finalmente, para la realización de la curva tipo o curva de cuantificación 
relativa se empleó como muestra el plásmido pTRE-ZsGreen-PPARγ, en un 
rango de entre 1 ng y 0.1 pg (con una dilución de 1:10) y una temperatura de 
extensión de 60°C. 
 Posteriormente, se analizó la expresión relativa de PPARγ en las 
distintas muestras experimentales, así como la expresión de los genes de 
referencia GAPDH y ACTB, agregándose 5 ng de cDNA en cada reacción. Las 
reacciones se llevaron a cabo por triplicado, teniéndose como control (o 
calibrador) las muestras de cDNA de células transfectadas con el plásmido 
pTRE-ZsGreen-Vacío y sin la adición de doxiciclina, además de agregarse 
controles negativos (agua), para descartar la presencia de contaminación. 
Los resultados obtenidos se analizaron por el método ΔΔCq (Bustin et al. 2009) 
en el que se tiene en cuenta tanto el Cq (ciclo de cuantificación) de los genes 
normalizadores o de referencia como el de la muestra calibradora o control. Se 
define el Cq como el ciclo en el cual es posible detectar la fluorescencia, 
estando ésta por encima del nivel umbral y siendo por tanto, significativamente 
mayor a la fluorescencia basal.  
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Las fórmulas utilizadas fueron las siguientes:  
ΔCq= Cq Gen de interés – Cq Gen referencia 
ΔΔCq= ΔCq Muestra prueba – ΔCq Muestra calibrador 
 
2.2.2.5 Evaluación de la expresión de ZsGreen1 por 
medio de fluorescencia  
 
Para la cuantificación de la fluorescencia, las células HEK293T se 
sembraron en placas de 6 pocillos y se transfectaron, como se ha descrito 
previamente. Cuarenta y ocho horas después de la transfección, se analizó de 
manera indirecta la expresión de ZsGreen1 en un fluorómetro de microplacas, 
Fluoroskan Ascent (ThermoFisher), con una longitud de onda de excitación de 
495 nm y de emisión de 538 nm. Esto se realizó por triplicado y para todas las 
muestras.  
2.2.3 Inducción del modelo de diabetes tipo 2 en ratones 
C57BL/6 
Para la estandarización de la inducción de diabetes tipo 2 en ratones 
machos C57BL/6 se llevó a cabo un experimento preliminar con el objetivo de 
establecer qué condiciones eran más adecuadas para la generación de esta 
patología. Para ello, se emplearon tres grupos de ratones:  
 Grupo control (n=3): dieta estándar y agua. 




 Grupo con dieta alta en grasa, suplementada con fructosa y 
estreptozotocina (n=5).  
La fructosa (Biobasic) se suplementó en el agua en forma de solución al 
15 % (15 g/100 mL) con el objetivo de inducir una resistencia a la insulina. 
Además, se administró intraperitonealmente una única dosis de 100 mg/kg de 
estreptozotocina (STZ 500mg, SIGMA) con la finalidad de generar 
hiperglucemia. El protocolo se basó en un total de 8 semanas, realizándose en 
la semana 4 la administración de la dosis de estreptozotocina (Luo et al. 1998).  
La administración de fructosa al 15 % junto con dextrosa al 1 %, esta 
última con la finalidad de evitar la diarrea en los animales, se llevó a cabo desde 
el momento del destete, es decir, aproximadamente a partir las 3-4 semanas de 
edad.  
La generación de una dieta alta en grasa tuvo lugar por medio de la 
suplementación de un 30 % de manteca de cerdo (967 kcal/100 g) a la dieta 
estándar (340 kcal/100 g). Para ello se molió el alimento o dieta estándar y se 
mezcló con la manteca hasta formar una masa compacta. Teniendo en cuenta 
que la dieta estándar contiene un 3 % de grasa, en esta nueva dieta, el 58 % de 
las calorías se obtuvieron a partir de las grasas, en lugar de los carbohidratos, 
como en la dieta estándar comercial de los ratones.  
A su vez, la estreptozotocina se administró en una única dosis de 100 
mg/kg. Dependiendo del peso total de los animales de experimentación, se 
pesó la cantidad requerida de estreptozotocina y se resuspendió en buffer 
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citrato 0.1 M (pH 4.5) frío justo antes de la administración, ya que la 
estreptozotocina es estable únicamente durante 15-20 minutos. Para la 
preparación del buffer de citrato 0.1 M, se mezclaron 7.425 mL de ácido cítrico 
con 7.575 mL de citrato sódico, teniendo un pH final de 4.5  
Además, se midió semanalmente el peso corporal en los tres grupos 
experimentales (aproximadamente al mediodía) y se evaluó el consumo medio 
de líquido diario (agua o fructosa 15 %) y el consumo de comida de cada grupo 
(media ± SD), antes y después de la administración de estreptozotocina. El 
modelo de inducción de diabetes que aportó mejores resultados, fue el 
empleado en los experimentos realizados posteriormente.  
Una vez obtenidos los plásmidos recombinantes de interés y las 
condiciones para la inducción de diabetes, se establecieron 5 grupos 
experimentales:  
 Grupo control: dieta estándar y agua (n=4) 
 Grupo diabetizado (sin tratamiento) (n=4) 
 Grupo diabetizado con co-administración de plásmidos por terapia 
génica hidrodinámica (sin doxiciclina) (n=4) 
 Grupo diabetizado con co-administración de plásmidos por terapia 
génica hidrodinámica (con doxiciclina) (n=4) 
 Grupo diabetizado tratado con pioglitazona (n=4) 
De igual manera que en el experimento preliminar, los animales se 
comenzaron a diabetizar entre las 3-4 semanas, una vez finalizado el destete.  
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Se evaluó la variación de peso corporal durante todo el experimento, así 
como la cantidad de líquidos y comida consumida por grupo, antes y después 
de la administración de estreptozotocina, al igual que durante el tratamiento. El 
protocolo tuvo una duración de 8 semanas, seguido de 2 semanas de 
tratamiento (inducción de la expresión de PPARγ, pioglitazona o sin 
tratamiento).  
 
2.2.4  Terapia génica hidrodinámica para la expresión de PPARγ en 
el hígado de ratones C57BL/6 
2.2.4.1 Extracción de plásmidos pTRE-ZsGreen1-PPARγ y 
pALB-TETON 
Para la obtención de los plásmidos de interés, se llevó a cabo la 
inoculación en 3 mL de medio LB de colonias E. coli DH5α transformadas con 
los plásmidos pTRE-ZsGreen1-PPARγ o pALB-TETON, suplementado con 
ampicilina y kanamicina, respectivamente. Se incubaron a 37°C durante 16 
horas y con una agitación de 210 r.p.m. A la mañana siguiente, se realizó la 
extracción plasmídica empleando el kit Monarch ® Plasmid Miniprep (New 
England Biolabs, Cat. T1010S). De manera resumida, se centrifugaron 3 mL de 
cultivo bacteriano durante 1 minuto a 13,300 r.p.m. Se dejó secar el pellet 
durante unos 5-10 minutos y a continuación se resuspendió en 200 μL del 
buffer B1 empleando vórtex o pipeteo. Después, se agregaron 200 μL del buffer 
B2 y se invirtieron los tubos 5-6 veces hasta que adquirieron un color rosa 
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oscuro y se dejó incubar 1 minuto a temperatura ambiente. Posteriormente, se 
neutralizó añadiendo 400 μL del buffer B3. Se invirtió varias veces y se dejó 
incubar por 2 minutos para después centrifugar durante 5 minutos a 13,300 
r.p.m. El sobrenadante obtenido se transfirió a  una columna de purificación y se 
centrifugó a 13,300 r.p.m. durante 1 minuto. En el siguiente paso, se agregaron 
200 μL del buffer de lavado 1 y se dejó incubar durante 5 minutos, ya que el uso 
dado fue el de transfección. Una vez transcurrido este tiempo, se centrifugó 
durante 1 minuto y se agregaron 400 μL del buffer de lavado 2, para volver a 
centrifugar a máxima velocidad durante 1 minuto. Finalmente, se transfirió la 
columna a un nuevo tubo de 1.5 mL, se agregaron 50 μL del buffer de elución 
(buffer TE) y después de incubar por unos minutos, se centrifugó durante 1 
minuto a 13,300 r.p.m. Las muestras plasmídicas obtenidas se cuantificaron en 
Nanodrop 2000 y se evaluó su integridad y pureza por medio de un gel de 
agarosa al 1 %.  
2.2.4.2 Estandarización de la expresión de PPARγ en hígado 
de ratones C57BL/6 
2.2.4.2.1 Inyección intravenosa de los plásmidos en la 
vena caudal 
Con el objetivo de estandarizar la inyección intravenosa de los plásmidos 
así como evaluar la expresión de estos en el tiempo, se llevó a cabo la 
inyección de 20 μg de pTRE-ZsGreen1-PPARγ (plásmido respuesta) y 10 μg de 
pALB-TETON (plásmido regulador) en la vena caudal de ratones machos sanos 
de unas 12-16 semanas de edad. Para ello, los plásmidos se diluyeron en 
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solución inyectable Hartmann (PiSA) en un volumen final de 1-1.5 mL (8-10 % 
peso/volumen del peso corporal del animal). De forma previa a la inyección, los 
animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina/xilacina (100 mg/kg 
de ketamina y 10 mg/kg de xilacina) por vía intraperitoneal. Este tipo de 
anestesia es de las más usadas en roedores y tiene una duración aproximada 
de 30-40 minutos. Una vez que estuvieron anestesiados completamente, se 
colocó la cola en agua caliente (37-40°C) durante 5 minutos para conseguir una 
vasodilatación de la vena caudal. Después de este periodo, se inyectaron los 
plásmidos empleando una aguja 27G y en un tiempo de 5-7 segundos. Por 
último, se vigiló a los animales hasta que se recuperaron totalmente de la 
anestesia.  
2.2.4.2.2 Estandarización de la expresión de PPARγ en 
hígado de ratones C57BL/6 sanos por PCR punto final 
Con la finalidad de analizar la expresión de los plásmidos transfectados 
en hígado por medio de terapia génica, se inyectaron 4 ratones sanos con 20 
μg de pTRE-ZsGreen1-PPARγ y 10 μg de pALB-TETON. Se les administró 
doxiciclina en agua (2 mg/mL) para inducir la expresión del sistema Tet-On y se 
sacrificaron en los días 1, 2, 4 y 7, respectivamente. Se obtuvo el hígado, se 
colocó en una placa de Petri pequeña para lavarlo y se obtuvieron fragmentos, 
para por último, congelarlos a -80°C. Además, también se sacrificó y obtuvo el 
hígado de un ratón al que no se le administraron los plásmidos, actuando como 
un control negativo.  
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Posteriormente, se pesaron 30-50 mg de hígado en un tubo Eppendorf 
estéril y se agregaron 500 μL del reactivo TRIzol. Con unos pistilos se procedió 
a disgregar el tejido, hasta conseguir una solución homogénea y siempre 
manteniendo la muestra en frío para evitar la degradación del RNA. El resto del 
procedimiento para la extracción de RNA fue igual que el descrito anteriormente 
en el apartado 5.2.2.3.  
Una vez obtenido el RNA, se evaluó su integridad en un gel de agarosa 
al 1 % y se cuantificó espectrofotométricamente en el Nanodrop 2000. Para 
realizar la retrotranscripción (descrita previamente en la metodología) se 
agregaron 2 μg de RNA y se diluyó el cDNA obtenido a una concentración de 1 
ng/μL para realizar la PCR punto final empleando la enzima GreenTaq.  
Por PCR punto final se evaluó la expresión en hígado de los genes 
transfectados: TET-ON (contenido en el plásmido regulador) y PPARγ humano 
en los diferentes tiempos (día 1, 2, 4 y 7). Para ello se emplearon los primers 
utilizados anteriormente para la clonación de TET-ON y la confirmación de la 








TABLA XVII. Primers diseñados para la amplificación de PPARγ, TET-ON y 
pTRE3-ZsGreen1 
  Primers Tm GC % 
PPARγ 
(1455 pb) 
F 5’-GACTACGCGTATGACCATGGTTGACAC-3’ 60.9°C 51.9% 




F 5’-TGCCACGTTGTGAGTTGG-3’ 55.9 °C 55.6% 
R 5’-CCACCACTGCTCCCATTC-3’ 56.0°C 61.1% 
TET-ON 
(1237 pb) 
F 5'-CGGAGTCGACATGTCTAGACTGGAC-3' 60 °C 56 % 
R 5'-GATAGGTACCGCTGGATACTTCCCG-3' 60.1 °C 56 % 
 
Finalmente, se corrieron las reacciones de PCR por electroforesis en gel 
de agarosa al 1 % y se determinó la presencia o no de la expresión de los 
transgenes en el hígado de los ratones.  
2.2.5 Determinación de la expresión génica de PPARγ en hígado por 
PCR punto final en ratones diabetizados y controles 
Tras ocho semanas de inducción de diabetes en los grupos 
experimentales, se llevó a cabo un periodo de tratamiento de 14 días. Para ello, 
los ratones de los grupos correspondientes fueron inyectados de manera 
intravenosa con 20 μg de pTRE-ZsGreen1-PPARγ (plásmido respuesta) y 10 μg 
de pALB-TETON (plásmido regulador) en los días 0 y 7 del periodo de 
tratamiento. Durante todo este tiempo, tuvo lugar la administración de 
doxiciclina (2mg/mL) en el agua, junto con la fructosa, para la inducción del 
sistema Tet-on. La doxiciclina es sensible a la luz por lo que los bebederos 
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contenedores de la doxiciclina se envolvieron con papel de aluminio y se renovó 
el contenido cada segundo o tercer día.  
De igual manera, en el grupo diabetizado tratado con pioglitazona (PiSA, 
15 mg), ésta se administró diariamente de forma oral durante 14 días, a una 
concentración de 30 mg/kg de peso corporal.  
Una vez finalizado este periodo de tiempo, los animales fueron 
sacrificados por dislocación cervical y se obtuvieron muestras de hígado, las 
cuales fueron conservadas a -80°C para su posterior análisis. De forma similar  
al procedimiento de estandarización, se llevó a cabo la extracción de RNA total 
del tejido hepático empleando TRIzol. Se evaluó la integridad y pureza del RNA 
obtenido por medio de gel de agarosa al 1 % y en Nanodrop. A continuación, se 
realizó la retrotranscripción a cDNA, el cual fue empleado para las reacciones 
de PCR punto final.  
2.2.6 Determinación de los niveles de glucosa, insulina y 
adiponectina plasmática 
 2.2.6.1 Niveles de glucosa en sangre y prueba de 
tolerancia a glucosa 
 Antes de iniciar el protocolo de diabetización, se determinó la 
concentración de glucosa sanguínea en los animales, empleando un kit de 
glucosa oxidasa (Glucosa GOD FS, Diagnostic Systems). La toma de muestra 
se realizó tras un periodo de ayuno de 5-6 horas (Han et al. 2008). Esta 
medición se realizó durante tres días consecutivos antes de iniciar con el 
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protocolo de diabetización.  Posteriormente, se volvieron a evaluar los niveles 
de glucosa en la semana 4 (antes de la inyección de estreptozotocina), así 
como en las semanas 6-10. La muestra de sangre se obtuvo a partir de la vena 
caudal de los ratones realizándose un pequeño corte de 1 mm en la punta de la 
cola y obteniéndose una media de 30-40 µL de sangre. A los tubos empleados 
para la recolección de la muestra se les agregaron 5 µL de EDTA (0.5 M pH 
8.0) filtrado para evitar la coagulación de la sangre. La muestra se centrifugó a 
3,000 rpm durante 10 minutos, y se obtuvo el plasma. 
La determinación se llevó a cabo mediante un test fotométrico enzimático 
“GOD-PAP” y se basa en la determinación de glucosa después de la oxidación 
enzimática por la enzima glucosa oxidasa. El indicador colorimétrico es la 
quinoneimina, la cual se genera de la 4-aminoantipirina y el fenol por el 











La reacción que se llevó a cabo es la siguiente: 
 
          GOD 
      Glucosa    +     O2                       Ácido glucónico     +       H2O2 
 
 
                   POD 






Figura 5. Esquema de las reacciones llevadas a cabo por la glucosa oxidasa y 
la enzima peroxidasa.  
 Para la realización del ensayo se mezclaron 10 µL de muestra de suero o 
del estándar (100 mg/dL ó 5.55 mmol/L) con 1 mL del reactivo (contiene buffer 
fosfato, fenol, 4-aminoantipirina, glucosa oxidasa y peroxidasa) y se dejaron 
incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente. Como blanco se 
emplearon 10 µL de agua destilada en 1 mL de reactivo. Después del tiempo de 
incubación, el blanco, el estándar y las muestras se leyeron a 546 nm en un 
espectrofotómetro y se calculó la concentración de glucosa en las muestras 
empleando la siguiente fórmula:  
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La determinación de la tolerancia a la glucosa antes y después de la 
sobreexpresión de PPARγ, se llevó a cabo por medio de una prueba de 
tolerancia a glucosa intraperitoneal (IPGTT) tras 6 horas de ayuno.  
TABLA XVIII. Orden y tiempos de las tomas de muestras para la realización del 
test de tolerancia a la glucosa intraperitoneal.  
Tiempo (minutos) Muestra 
0 Inyección glucosa Ratón n° 1 
10 Inyección glucosa Ratón n° 2 
15 Toma 1 del Ratón n° 1 
20 Inyección glucosa Ratón n° 3 
25 Toma 1 del Ratón n° 2 
30 Toma 2 del Ratón n° 1 
35 Toma 1 del Ratón n° 3 
40 Toma 2 del Ratón n° 2 
50 Toma 2 del Ratón n° 3 
60 Toma 3 del Ratón n° 1 
70 Toma 3 del Ratón n° 2 
80 Toma 3 del Ratón n° 3 
120 Toma 4 del Ratón n° 1 
130 Toma 4 del Ratón n° 2 




Los animales fueron inyectados intraperitonealmente con una solución de 
glucosa al 20 % (2 g glucosa/kg peso corporal) y a continuación, se 
determinaron los niveles de glucosa en sangre  en los tiempos 0, 15, 30, 60 y 
120 minutos (Harper et al. 2005) empleando el kit de glucosa oxidasa. Este 
ensayo se realizó con 3 ratones cada vez, siguiendo el esquema mostrado en la 
TABLA XVIII. 
2.2.6.2 Determinación de insulina plasmática en ratones 
diabetizados y grupo control 
La determinación de la insulina plasmática en condiciones de ayuno se 
evaluó en los ratones alimentados con dieta estándar y en ratones diabetizados 
antes y después del tratamiento correspondiente (inducción de la expresión de 
PPARγ o pioglitazona). Se empleó el kit Ultra Sensitive Rat Insulin ELISA kit 
(Crystal Chem, Cat. 90060) y se siguieron las instrucciones del fabricante. De 
forma breve, se añadieron 95 μL del diluyente y 5 μL de la muestra o de los 
estándares en su caso, y se incubaron durante 2 horas a 4°C. Se lavó la placa y 
se agregaron 100 μL de la solución del conjugado, incubándose durante 30 
minutos a temperatura ambiente. Después de esto, se volvió a lavar la placa y 
se añadieron 100 μL de solución sustrato en cada pocillo y se incubó la placa 
durante 40 minutos. A continuación, se agregaron 100 μL de solución Stop y se 





2.2.6.3 Determinación de adiponectina plasmática en ratones 
diabetizados y grupo control 
La activación de PPARγ conlleva la modificación en la expresión génica 
de múltiples genes, entre ellos, la adiponectina, dándose un incremento en la 
producción de ésta, como se ha observado tras el suministro de agonistas de 
PPARγ  (Maeda et al. 2001; Yang et al. 2004). Tras la inducción de la expresión 
de PPARγ, se llevó a cabo la determinación de los niveles plasmáticos de 
adiponectina por medio de la utilización de un ensayo ELISA comercial (Mouse 
Adiponectin ELISA Kit, Invitrogen Cat. KMP0041), siguiendo las instrucciones 
del fabricante. Brevemente, se prepararon los estándares con unas 
concentraciones de 8 a 0.125 ng/ μL y se realizó una pre-dilución de la muestra 
de suero de 1:20,000, tal y como se indicaba en las instrucciones del fabricante. 
Se añadieron 100 μL de los estándares, controles y muestras pre-diluidas, se 
cubrió la placa y se incubó durante 1 hora a 37°C. Después de esto, se lavó la 
placa tres veces con buffer de lavado 1X.  A continuación, se agregaron 100 μL 
de la solución del anticuerpo de detección de adiponectina de ratón y se volvió 
a cubrir e incubar 1 hora a 37°C. Se lavó 3 veces con buffer de lavado 1X y se 
agregaron 100 μL de Anti-Rabbit IgG HRP en cada pocillo incubándose otra 
hora a 37°C, seguido de 5 lavados. Tras los lavados, se añadieron 100 μL de la 
solución sustrato TMB, la cual comenzó a volverse de color azul y se incubó 
durante 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Por último, se 
añadieron 100 μL de solución Stop mezclándose bien, y ocasionando un 
cambio de color azul al amarillo. Finalmente, se leyó la absorbancia a una 
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longitud de onda de 450 nm. Las muestras se evaluaron por duplicado, antes y 
después del tratamiento, en los cinco grupos experimentales.  
2.2.7 Determinación de la expresión de PPARγ en hígado por dot 
blot 
Para corroborar la activación de PPARγ en hígado, se realizó una 
extracción de proteínas totales empleando un buffer compuesto de Tris 125 mM 
pH 8.5 y Tritón X-100 al 10 %, el cual fue complementado con un inhibidor de 
proteasas (cOmplete Tablets Protease Inhibitor Cocktail, Mini EASYpack, 
Roche). Para ello, se pesaron 50 mg de hígado en un tubo eppendorf de 1,5 mL 
y se maceraron en presencia del buffer de extracción y a una temperatura de 
4°C. Una vez que se homogeneizó por completo, se centrifugó la muestra a 
10,000 r.p.m. durante 10 minutos y el sobrenadante se pasó a un tubo nuevo 
para llevar a cabo la precipitación con acetona. Para ello, se agregaron 4 
volúmenes de acetona, por 1 volumen de muestra y se mantuvo a  -20°C 
durante 1 hora. Después de eso, se realizó una nueva centrifugación, se 
decantó el sobrenadante y se dejó secar el pellet obtenido. Posteriormente, el 
pellet se resuspendió en buffer Tris-HCl 100 mM (pH 8.0) con Urea 8M, tras 
hervir las muestras en agua durante 5-10 minutos.  
Posteriormente, el extracto obtenido se cuantificó por medio de un 
ensayo de Bradford en el que se usó como estándar la albúmina sérica. A partir 
de una solución stock de 10 mg/mL se llevaron a cabo diluciones para obtener 
concentraciones en el rango de 1 mg/mL a 0.05 mg/mL. Se agregaron 10 μL de 
cada estándar o muestra por pocillo y 200 μL de reactivo Bradford a una 
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concentración de 1X. Se dejó incubar a temperatura ambiente durante 20-30 
minutos y se evaluó la absorbancia a 630 nm empleando el lector de 
microplacas.  
A continuación, las muestras de proteína se mezclaron con buffer de 
carga 4X (Laemmli buffer, 2 % SDS, 5 % 2-mercaptoetanol, 10 % glicerol, 0.001 
% azul bromofenol y 0.125 M Tris-HCl, pH 6.8) y se hirvieron a 95°C durante 5 
minutos.  
Se cargaron de 15 μg de proteínas por pocillo en geles de poliacrilamida 
con SDS (SDS-PAGE). Para la preparación del gel concentrador al 4 % 
(stacking gel) se emplearon 6.1 mL de H20 destilada, 1.3 mL de acrilamida, 2.5 
mL de Tris 0.5 M (pH 6.8), 100 μL de SDS 10 %, 100 μL de persulfato de 
amonio (APS) al 10 % y 20 μL de TEMED. Para la preparación del gel 
separador al 10 % (resolving gel) se emplearon 4.1 mL de H2O destilada, 3.3 
mL de acrilamida, 2.5 mL Tris 1.5 M (pH 8.8), 100 μL de SDS 10 %, 100 μ de 
APS al 10 %, 10 μL de TEMED. Para la migración de las proteínas se aplicó un 
voltaje de 100 V durante 10 minutos y 140 V durante 2 horas. Esto se realizó 
con el objetivo de comprobar que se llevó a cabo la extracción de proteínas de 
forma exitosa. 
Para realizar el protocolo de dot blot, se agregaron 2 μL de cada muestra 
(por triplicado) sobre la membrana de nitrocelulosa y se dejaron secar por unos 
10 minutos aproximadamente. A continuación, se procedió a bloquear la 
membrana con buffer TBS-T con 5 % de leche en polvo durante 1 hora a 
temperatura ambiente y en condiciones de agitación (15-20 r.p.m.). Después, se 
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lavó por 3 veces con buffer TBS-T (Tris Base pH 8.0, 40 g NaCl, 1 g KCl, 500 
μL de Tween-20 en 1 L de agua destilada). 
A continuación, se realizó la incubación con el anticuerpo primario (Anti 
PPAR gamma antibody proceed in rabbit, Sigma) en una dilución de 1:2,000 en 
TBS-T (1 % leche en polvo, 0.02 % azida de sodio) durante 1 hora en agitación 
y a temperatura ambiente. Después de esto, se realizaron 3 lavados con TBS-T 
de 5 minutos de cada uno.  
De igual manera, se llevó a cabo la incubación del anticuerpo secundario 
(Anti-Rabbit IgG-Alkaline Phosphatase antibody) durante 1 hora en agitación y 
en una dilución de 1:10,000 de TBS-T (1 % de leche, 0.02 % de azida de sodio). 
Posteriormente, se realizaron 5 lavados de 5 minutos cada uno en TBS-T. Por 
último, se cubrió por completo la membrana con la solución de revelado 
(sustrato BCIP/NBT) durante 5-10 minutos en condiciones de oscuridad y se 
detuvo la reacción con agua destilada. Para la preparación de la solución de 
revelado, se disolvió una tableta de BCIP/NBT (0.4 mg/mL de NBT, 0.19 mg/mL 
BCIP, 100 mM Tris-HCl (pH 9.5), 50 mM MgSO4) en 10 mL de agua ultrapura.  
 
2.2.8 Análisis estadístico 
Para el análisis estadístico se empleó una prueba ANOVA de una vía, y 
la prueba de Tukey para la comparación de medias, cuando hubo diferencias 




2.2.9 Disposición de los residuos generados 
La disposición de los residuos generados durante del proyecto se 
organizó siguiendo la reglamentación indicada por la Facultad de Ciencias 
Químicas. Se manejaron residuos tanto químicos como biológicos que se 
dispusieron en diversos contenedores como: 
 Colector A: Soluciones salinas de pH 6-8, sales, ácidos y bases 
orgánicas.  
 Colector B: Sólidos inorgánicos, sales inorgánicas.  
 Colector de colorantes y lugol. 
 Vidrio Impregnado con Sustancias Peligrosas: Contenedores o Frascos 
vacíos de vidrio que contuvieron reactivos o residuos peligrosos.  
 Plástico Impregnado con Sustancias Peligrosas: Contenedores vacíos 
que contuvieron reactivos o residuos peligrosos.  
 Basura Industrial: Arena o diaper (sanitas, papel, magitel) impregnado 
con residuos peligrosos. Absorbente que se utilizan para contener 
derrames. Guantes de plástico y látex. 
 RPBI (Residuos patológicos biológico-infecciosos) 
 
Estos contenedores se encuentran estratégicamente ubicados en el 
Laboratorio de Ingeniería Genética y Genómica de la División de Posgrado de 









3.1 Diseño y construcción de los vectores para la expresión 
inducida de PPARγ humano en el hígado de ratones C57BL/6 
3.1.1 Clonación del gen PPARγ en el vector pTRE3G-ZsGreen1 
Inicialmente, se transformaron bacterias competentes E. coli DH5α con el 
plásmido pET-32a(+)-PPARγ. A continuación se muestra una imagen de 
colonias transformadas (Figura 6a). Se emplearon 1 y 3 µL respectivamente, 
con una concentración de 50 ng/µL. El mismo procedimiento se realizó para el 
vector pTRE3G-ZsGreen1. 
Una vez obtenida la extracción plasmídica se procedió a estandarizar las 
condiciones de la PCR. Las reacciones se realizaron tal y como se indica en la 
metodología y se obtuvo amplificación del gen PPARγ con una temperatura de 
apareamiento o de fusión (Tm) de los primers de 65°C. También se obtuvo 
amplificación de una región del vector pTRE3G-ZsGreen1, en este caso con 


















Figura 6. a) Colonias de E. coli DH5α transformadas con el vector pET-32a(+)-
PPARγ. b) Electroforesis en gel de agarosa de la extracción plasmídica de pET-
32a(+)-PPAR (Carril 2) y pTRE3G-ZsGreen1 (Carril 3), empleándose como 
marcador ʎ DNA BstEII (NEB) (Carril 1).  c) Gel de agarosa 1 % donde se 
observa la amplificación correspondiente a PPARγ (1455 pb, carriles 2 y 3) y un 
fragmento del vector pTRE3G-ZsGreen1 (509 pb, carriles 4 y 5), así como el 
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El producto de PCR del gen PPARγ, así como el plásmido pTRE3G-
ZsGreen1 se cargaron en un gel de agarosa al 1 % para llevar a cabo la 
purificación por medio de un kit de extracción en gel (QuickClean II Gel 
Extraction Kit, GenScript). Una vez purificados, se cuantificó la concentración 
obtenida en Nanodrop y se realizó una reacción de digestión con la enzima de 
restricción MluI con 1 μg de muestra en cada caso. Se volvió a purificar tanto el 
vector como el producto de PCR de PPARγ digeridos y se procedió a la 
segunda reacción de restricción con la enzima NheI. Tras esta última digestión, 
se obtuvo una concentración final de 7 ng/μL para PPARγ y de 8.5 ng/μL para 
el vector pTRE3G-ZsGreen1. A partir de estos productos purificados se llevó a 
cabo la ligación con una relación 1:3. Tras 16 horas de reacción se llevó a cabo 
la transformación de bacterias E. coli DH5α y a la mañana siguiente se 
observaron colonias transformantes. Para corroborar la clonación exitosa de 
PPARγ en el vector, se inocularon 3 colonias en medio LB, se realizó la 
extracción plasmídica y posteriormente, una reacción de PCR punto final para 
corroborar  la clonación exitosa. En la Figura 7, se muestran los resultados 
obtenidos. En el carril 1, se muestra el marcador de peso molecular; en el carril 
2, el producto de PCR correspondiente al vector vacío (509 pb); en el carril 3, el 
producto de amplificación de PPARγ de 1,455 pb (se usaron los mismos 
primers que para la clonación); y en los carriles 4 y 5 se observa una banda de 
un tamaño aproximado de 1,964 pb, por lo que se comprobó que la clonación 
de PPARγ en el vector fue exitosa.  
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Figura 7. Gel de agarosa al 1 % donde se comprueba la clonación del gen 
PPARγ en el vector pTRE3G-ZsGreen1 por PCR punto final. En los carriles 4 y 
5 se emplearon los primers específicos para el vector de clonación y se obtuvo 
un tamaño de banda aproximado de 1,964 pb, mientras que en el vector vacío 
el tamaño es de 509 pb. En el carril 1, se muestra el marcador Hyperladder IV 
de Bioline (100-1,000 pb). 
3.1.2 Clonación del gen TET-ON en el vector pALB-GFP 
El plásmido pALB-GFP fue donado por Snorri Thorgeirsson (Addgene 
plasmid # 55759) en forma de DNA en papel de filtro. Después de la 
resuspensión del plásmido en buffer TE, se transformaron bacterias E. coli 
DH5α compententes con 1 y 3 µL. A la mañana siguiente se observaron 
bacterias transformantes (Figura 8a), por lo que se realizó la inoculación de 
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Después de esto, se procedió a la extracción plasmídica por medio del método 
TENS y  acetato de sodio. 
A continuación, para corroborar la identidad del vector de clonación, se 
realizó una reacción de digestión con las enzimas de restricción NcoI (5’-
CCATGG -3’) y XhoI (5’-CTCGAG-3’) por separado y se obtuvo el patrón de 
bandas esperado: 4 Kb + 1.8 Kb + 703 pb para NcoI y 4.1 Kb + 2.4 Kb para 
XhoI (Figura 9). A su vez, se realizó una reacción de PCR empleando los 
primers diseñados para pALB-GFP, obteniéndose el fragmento esperado de 
791 pb, por lo que se corroboró la naturaleza del plásmido (Figura 8b). 
Figura 8. a) Resultado de la transformación de bacterias E. coli DH5α con 
pALB-GFP. b) Gel de agarosa al 1 % donde se observa el resultado de la 























Figura 9. Carril 1: Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder; Carril 2: Extracción 
plasmídica de pALB-GFP; Carril 3: Digestión con NcoI y Carril 4: Digestión con 
XhoI. 
Por otro lado, también se realizó la transformación de bacterias con el 
vector pCMV-Tet3G, además de la extracción plasmídica y PCR, según las 
condiciones indicadas anteriormente en la metodología. En la Figura 10, se 
muestra el resultado de la extracción plasmídica de pCMV-Tet3G, así como el 





















Figura 10. a) Gel de agarosa 1 % donde en el carril 1 se muestra el marcador y 
el carril 2 el plásmido pCMV-Tet3G. b) Gel de agarosa 1 % donde se observa el 
resultado de la amplificación por PCR punto final para pCMV-Tet3G (carriles 2 y 
3) y pALB-GFP (carriles 4 y 5). 
Una vez que se tuvo la PCR del gen TET-ON y la extracción plasmídica 
de pALB-GFP, se procedió a realizar una purificación, así como la digestión con 
las enzimas de restricción SalI y KpnI. Tras esta última digestión, se obtuvo una 
concentración final de 9.1 ng/μL para TET-ON y de 19.0 ng/μL para el vector 
pALB-GFP. A partir de estos productos purificados se llevó a cabo la ligación 
con una relación 1:5. Tras 16 horas de reacción se llevó a cabo la 
transformación de bacterias E. coli DH5α y a la mañana siguiente se 
observaron colonias transformantes. Para corroborar la clonación exitosa de 
TET-ON en el vector, se inocularon 3 colonias en medio LB, se realizó la 
extracción plasmídica y posteriormente, una reacción de PCR punto final para 
a) b) 
791 pb 7141 pb 







corroborar  la clonación exitosa. En la Figura 11, se muestran los resultados 
obtenidos. En el carril 1, se muestra el marcador de peso molecular; en el carril 
2, el producto de PCR correspondiente al vector vacío (791 pb); en el carril 3, el 
producto de amplificación de TET-ON de 1,237 pb (se usaron los mismos 
primers que para la clonación); y en los carriles 4-7 se observa una banda de un 
tamaño aproximado de 2,028 pb, por lo que se comprobó que la clonación de 












Figura 11. Gel de agarosa al 1 % donde se comprueba la clonación del gen 
TET-ON en el vector pALB-GFP por PCR punto final. En los carriles 4-7 se 
emplearon los primers específicos para el vector de clonación y se obtuvo un 
tamaño de banda aproximado de 2,028 pb, mientras que en el vector vacío el 
tamaño esperado es de 791 pb. 
1,237 pb 
2,028  pb 
1,000  pb 
100 pb 
3   4          5             6         7 1 2 
791 pb 
pALB-GFP TET-ON pALB-TET-ON 
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A continuación, se muestra un esquema de las dos construcciones que 
se generaron: pTRE3G-ZsGreen1-IRES2-PPARγ y pALB-TETON (Figura 12).  
 
Figura 12. Representación esquemática de las dos construcciones genéticas 
que se llevaron a cabo, así como las enzimas de restricción empleadas en cada 
caso. 
3.2 Transfección transitoria de hPPARγ en células HEK293T 
3.2.1 Evaluación de la expresión de hPPARγ por PCR tiempo 
real en células HEK293T co-transfectadas 
 Las células HEK293T fueron co-transfectadas de manera transitoria con 
los plásmidos pCMV-Tet3G y pTRE-ZsGreen1-PPARγ y en una proporción de 
1:4 y se extrajo el RNA total 24 horas después de la inducción de la expresión 





Figura 13. Ejemplo de extracción de RNA total a partir de un cultivo de células 
HEK293T.  
Para llevar a cabo el análisis de la expresión relativa de hPPARγ y de los 
genes de referencia GAPDH y ACTB, se realizaron las curvas tipo o curvas 
estándar, para analizar la eficiencia de los primers empleados en cada caso. 
Para el gen GAPDH se realizó una curva con rangos de cDNA entre 100 y 0.16 
ng (con una dilución de 1:5) y una temperatura de extensión de 62°C. Para el 
gen ACTB el rango fue de 100 a 6.25 ng (con una dilución entre las muestras 
de 1:2) y una temperatura de extensión de 61°C. Finalmente, para la realización 
de la curva tipo o curva de cuantificación relativa se empleó como muestra el 
plásmido pTRE-ZsGreen-PPARγ, en un rango de entre 1 ng a 0.1 pg (con una 
dilución de 1:10) y una temperatura de extensión de 60°C. En la Figura 14, se 
muestran los resultados obtenidos del gráfico de amplificación, la melt curve y la 
curva estándar del gen de referencia GAPDH,  donde se indica, además, el 















Figura 14. a) Gráfica de amplificación de GAPDH de las muestras de 100 a 0.16 
ng (representadas de izquierda a derecha b) Melt curve de GAPDH. c) Curva 









Figura 15. a) Gráfica de amplificación de β-Actina de las muestras de 100 a 











Figura 16. a) Gráfica de amplificación de hPPARγ de las muestras de 100 a 




 En la Figura 14b puede observarse la melt curve obtenida, con un único 
amplicón, lo que corrobora la especificidad de los primers. De igual manera, se 
observa la presencia de un único amplicón para los primers diseñados para     
ACTB y PPARγ (Figura 15 y 16). En cuanto a las eficiencias de reacción fue de 
101.4 %, 100.4 % y  91.29 %, para GAPDH, ACTB y PPARγ, respectivamente. 
Generalmente, siempre que las eficiencias de reacción se encuentren en un 
rango de 100 ±10 %, es posible analizar los datos obtenidos por medio del 
método ΔΔCq, tal y como se realizó en este caso.  
En este ensayo, se tomó como muestra calibradora o control el RNA de 
las células HEK293T co-transfectadas con pCMV-Tet3G y pTRE-ZsGreen1 
(plásmido vacío). A partir de las muestras de RNA total, se obtuvo el cDNA por 
retrotranscripción y se evaluó la expresión de cada uno de los genes de 
acuerdo a sus valores de Cq obtenidos. Esto mismo se llevó a cabo para las 
muestras de células transfectadas con pCMV-Tet3G y pTRE-ZsGreen1-PPARγ 
sin doxiciclina y con doxiciclina. Los datos obtenidos de los Cq (ciclo de 
cuantificación) para PPARγ y los dos genes de referencia se muestran en la 
TABLA XIX, así como los valores de ΔΔCq, que son indicadores de los niveles 
de expresión relativa entre las muestras. El análisis estadístico mostró que hubo 
un incremento significativo de los niveles de expresión de mRNA de hPPARγ 
(p<0.002) en las muestras co-transfectadas con pTRE-ZsGreen1-IRES2-
hPPARγ y el plásmido regulador en presencia de doxiciclina con un incremento 
de 530 veces con respecto a la muestra calibradora y de 84 veces con respecto 
a las muestras co-transfectadas con pTRE-ZsGreen1-IRES2-hPPARγ y el 
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plásmido regulador pero en ausencia del inductor doxiciclina (Figura 17). Estos 
resultados demostraron que los plásmidos recombinantes generados fueron 
altamente eficientes en la expresión del mRNA de hPPARγ en células HEK293T 
transfectadas y en presencia doxiciclina.  
 
Figura 17. Expresión relativa de hPPARγ en células HEK293T, dándose un 
incremento de 530 y 84 veces en las muestras tratadas con doxiciclina 





TABLA XIX. Información de los Cq (ciclo de cuantificación) del gen de interés y 






3.2.2 Evaluación de la expresión de ZsGreen1  
Para la evaluación de la expresión de ZsGreen1, las muestras se leyeron 
en el fluorómetro 48 horas después de la transfección. El valor medio de 
fluorescencia fue de 1.20±0.34 para las muestras control (pTRE-ZsGreen1-
IRES2-Vacío); 0.17±0.08 para las muestras de células transfectadas con pTRE-
ZsGreen1-IRES2-hPPARγ (sin doxiciclina) y de 0.61±0.13 para las muestras en 
las cuales se administró doxiciclina (Figura 18).  
 
Figura 18. Determinación de los niveles de fluorescencia de células HEK293T 
sin transfectar y co-transfectadas con pTRE-ZsGreen1-IRES2-hPPARγ, 
dándose un incremento significativo de la fluorescencia en presencia de 
doxiciclina, que con respecto a las muestras no tratadas con este inductor. 
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Estos datos se obtuvieron después de sustraer el valor medio de 
fluorescencia de células HEK293T no transfectadas (0.54±0.11). Se observó un 
incremento significativo en la expresión (3.6-fold change, p<0.05) en presencia 
de doxiciclina comparado con las muestras sin doxiciclina, lo que supone un 
indicador más, que corrobora que la transfección fue exitosa y que se induce el 
sistema Tet-on en un modelo in vitro.  
 
3.3  Inducción del modelo de diabetes tipo 2 en ratones C57BL/6 
   3.3.1 Estandarización del modelo de diabetes tipo 2 
Para la estandarización del protocolo de inducción de diabetes tipo 2 se 
empleó un protocolo de 9 semanas de duración, en el que se les administró a 
los animales una dieta estándar suplementada con una solución de fructosa al 
15 % y/o 30 % extra de grasa (en forma de manteca de cerdo), así como una 
inyección intraperitoneal de estreptozotocina (100 mg/kg) en la semana cuatro 
del protocolo. Los animales se dividieron en 3 grupos:  
 Grupo control (n=3): se administró dieta estándar y agua. 
 Grupo con dieta estándar suplementada con fructosa (n=5). 
 Grupo con dieta suplementada con fructosa 15 % y con un 30 % extra de 





Se evaluó el peso corporal de manera semanal durante todo el protocolo 
para los tres grupos experimentales y a continuación se muestran los resultados 
obtenidos en la Figura 19. El peso medio inicial del grupo control (10.8 g) fue 
inferior a los otros dos grupos de experimentación (16.4 y 14.5 g para el grupo 
de fructosa y fructosa/grasa, respectivamente) ya que los ratones del grupo 
control contaban con tres semanas de edad en el momento de inicio del 
experimento, mientras que los dos otros grupos contaban con casi cuatro 
semanas de edad. Se observó un incremento gradual del peso en los ratones, 
como era esperado, teniendo en cuenta que se encontraban en periodo de 
crecimiento. Sin embargo, en las dos primeras semanas del protocolo, el grupo 
experimental suplementado con grasa sufrió una disminución de peso, 
recuperándose posteriormente. Esto pudo deberse a que no asimilaron bien al 
inicio la nueva dieta que se les suministró. También puede observarse que el 
peso continuó incrementándose después de la administración de 
estreptozotocina en la semana 4. Al final del protocolo, en la semana 9, no se 
observaron diferencias significativas en el peso (24.4-25.5 g de media) entre los 




Figura 19. Evolución del peso corporal de los animales de los tres grupos 
experimentales durante las 9 semanas del protocolo para la estandarización de 
la inducción de diabetes.  
TABLA XX. Consumo medio de alimento y agua/fructosa (media ± SEM) en los 
grupos experimentales antes y después de la administración de 
estreptozotocina (STZ) en los grupos con dieta suplementada con fructosa y/o 
grasa.  
 
Consumo de alimento 
(g/día/ratón) 
Consumo de líquido (agua ó 
fructosa) (mL/día/ratón) 
GRUPO Antes de STZ 
Después 
de STZ 
Antes de STZ Después de STZ 
CONTROL 2.0±0.5 3.5±0.6 4.2±0.4 5.8±1.1 
FRUCTOSA 2.3 ± 0.2 2.8 ± 0.7 5.1±1.4 6.4±2.7 
FRUCTOSA + 
GRASA 




Además, se determinó el consumo de agua o fructosa, así como el 
consumo de comida, antes y después de la administración de estreptozotocina 
en la semana 4 y los datos obtenidos se muestran en la TABLA XX. 
En los grupos control y suplementado con fructosa, no se observaron 
diferencias significativas en cuanto al consumo de líquidos ni de alimento, antes 
y después de la administración de la estreptozotocina. Por otro lado, en el grupo 
suplementado con  fructosa y un 30 % de grasa, se observó un incremento 
significativo en el consumo de alimento (p<0.05), con una media de 3.0±0.3 g 
antes de la administración de estreptozotocina y de 5.2±0.9 g después de dicha 
administración. En cambio, el consumo de fructosa se mantuvo estable durante 
todo el protocolo.  
Además, se cuantificaron los niveles de glucosa en sangre en 
condiciones de ayuno (5-6 horas) tomando muestras de sangre a partir de la 
cola de los animales. Los niveles de glucosa se midieron al inicio del protocolo y 
posteriormente, de forma semanal a partir de la semana 4 (Figura 20), para 





Figura 20. Evolución de los niveles de glucosa sanguínea (mg/dL) a lo largo del 
protocolo de inducción de diabetes tipo 2 en ratones C57BL/6 en los tres grupos 
experimentales. 
En el grupo control, los niveles de glucosa se mantuvieron prácticamente 
constantes a lo largo del experimento, variando entre 125.5±5.8-140.8±5.4 
mg/dL en condiciones de ayuno. Por su parte, el grupo con dieta suplementada 
con fructosa al 15 % mostró un incremento gradual de los niveles de glucosa en 
ayuno después de la administración de estreptozotocina, pasando de niveles 
medios iniciales de 129.4±10.0 mg/dL a 227.2±13.0 mg/dL a partir de la 
semana 6 del experimento. Además, el grupo al que se suministró una dieta alta 
en grasa, también mostró un incremento importante de los niveles de glucosa 
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después de la administración  de estreptozotocina, alcanzando valores 
promedio de 313 ± 40 mg/dL en la semana 7.  
Se considera que la obtención de valores de glucosa sanguínea en 
ayuno superiores a 250 mg/dL por tres veces consecutivas, es indicativo de 
diabetes tipo 2 en ratones (Deeds et al. 2011). Por lo tanto, dado que los 
mejores resultados se obtuvieron en el grupo suplementado con una dieta alta 
en fructosa y alta en grasa, los experimentos posteriores se realizaron 
siguiendo este modelo.  
3.3.2 Inducción del modelo de diabetes tipo 2 
Para la inducción de diabetes, se establecieron 5 grupos experimentales:  
 Grupo control: dieta estándar y agua (n=4) 
 Grupo diabetizado (sin tratamiento) (n=4) 
 Grupo diabetizado con co-administración de plásmidos por terapia 
génica hidrodinámica (sin doxiciclina) (n=4) 
 Grupo diabetizado con co-administración de plásmidos por terapia 
génica hidrodinámica (con doxiciclina) (n=4) 
 Grupo diabetizado tratado con pioglitazona (n=4) 
Inicialmente, los cuatro grupos sometidos al protocolo de inducción de 
diabetes se denominaron grupos A, B, C y D, y posteriormente, se les asignó al 
azar uno de los tratamientos anteriormente mencionados. El protocolo tuvo una 
duración de 8 semanas, seguido de 2 semanas de tratamiento. De igual manera 
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que en el experimento de estandarización, se llevó a cabo un seguimiento del 
peso corporal de los diferentes grupos experimentales (Figura 21).  
 
Figura 21. Evolución del peso corporal de los animales de los cinco grupos 
experimentales durante las 10 semanas del protocolo de inducción de diabetes. 
 El peso medio del grupo A en la semana 0 fue de 18.3±0.3 g, siendo 
superior al resto de grupos, los cuales presentaron un peso medio inicial de 
10.8-11.6 g. Esto fue debido a que en el momento de iniciar el experimento, los 
ratones del grupo A tenían una edad de 5 semanas, mientras que el resto de 
ratones contaban con 3 semanas de edad, debido a la disponibilidad de 
animales el momento de iniciar el experimento. Se observó un incremento 
gradual del peso corporal, como era esperado dado que los animales se 
encontraban en etapa de crecimiento.  
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Al final del protocolo, el peso promedio del grupo control fue de 
24.02±0.52 g; el del grupo inducido con diabetes sin tratamiento fue de 
23.73±2.30 g; el del grupo administrado con pioglitazona de 22.32±1.11 g; el 
del grupo cotransfectado sin administración de doxiciclina fue de 23.65±0.21 g 
y el del grupo cotransfectado con administración de doxiciclina fue de 
22.93±0.46 g. No hubo diferencias significativas entre el peso corporal final en 
los 5 grupos experimentales. 
 También se cuantificó la cantidad de alimento consumida por cada grupo, 
tanto antes como después de la administración de estreptozotocina (STZ) y 
durante las dos semanas de tratamiento (Figura 22).  
 
Figura 22. Consumo promedio de alimento (g/día/ratón) en los diferentes grupos 
experimentales durante el protocolo de inducción de diabetes.  
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Los valores obtenidos de consumo promedio de alimento para el grupo 
control fueron de 2.9±0.5 g/ratón/día antes de la administración de 
estreptozotocina,  3.6±0.6 g de la semana 4-8 y de 4.7±0.7 g durante las dos 
semanas de tratamiento (semanas 9 y 10). A su vez, el resto de valores 
obtenidos fueron: grupo de diabetes sin tratamiento (4.0±1.5 g; 5.2±1.7 g y 
4.2±1.4 g); grupo administrado con pioglitazona (2.9±0.8 g, 4.5±1.8 g y 
4.5±1.6 g); grupo PPARγ sin doxiciclina (5.0±2.1 g, 3.9±1.2 g y 4.1±1.4 g) y 
grupo PPARγ con doxiciclina  (3.0±0.6 g, 4.0±3.0 g y 2.8±0.4 g).  
El análisis estadístico realizado por medio de ANOVA de una vía mostró 
que no hubo diferencias significativas en el consumo de alimento entre los 
distintos grupos experimentales en los tres periodos analizados. Únicamente en 
el grupo control hubo una mayor consumo de alimento (p<0.05) en las semanas 
9 y 10, que con respecto a las anteriores, probablemente debido al peso 
adquirido y al proceso de crecimiento. En el resto de grupos, no hubo 
diferencias significativas en el consumo  de alimento durante todo el protocolo 
de inducción de diabetes. 
A su vez, también se cuantificó el consumo de líquido (agua o solución 
de fructosa al 15 %) en los diferentes grupos experimentales. Los resultados 





Figura 23. Consumo medio de líquido (mL/día/ratón) en los cinco grupos 
experimentales durante las 10 semanas de duración del protocolo de inducción 
de diabetes. 
 Los valores obtenidos para el grupo control fueron de 3.0±0.1, 3.9±0.2 y 
4.5±0.6 mL/día/ratón antes de la administración de estreptozotocina, después 
de ésta (semana 4-8) y durante las dos semanas de tratamiento, 
respectivamente.  Hubo un incremento significativo en el consumo de fructosa a 
partir de la semana 4 (p<0.001). Este incremento en el consumo de líquido se 
debe probablemente a que los animales fueron incrementando su peso ya que 
se encontraban en la etapa de crecimiento. 
 En el grupo de diabetes sin tratamiento, el consumo promedio de líquido 
fue de 2.5±0.2, 3.3±0.3 mL y 4.1±1.2 mL, respectivamente, dándose un mayor 
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consumo promedio durante las dos últimas semanas, que con respecto a la 
primera etapa del protocolo (p<0.02). En el resto de grupos experimentales el 
consumo promedio fue de: 2.5±0.2, 3.8±0.3 mL  y 3.8±0.8 mL para el grupo de 
pioglitazona; 2.5±0.7, 3.3±0.4 mL y 4.8±1.1 mL para el grupo de PPARγ sin 
doxiciclina; y 3.5±0.2, 3.7±0.3 y 3.5±1.0 mL/día/ratón para el grupo de PPARγ 
con doxiciclina. En este último grupo no hubo diferencias significativas según el 
análisis estadístico realizado, en cambio, en el grupo de diabetes sin 
tratamiento hubo un incremento significativo del consumo de fructosa en la 
etapa de tratamiento (p<0.02). De igual manera, en el grupo de pioglitazona se 
dio un incremento significativo a partir de la semana 4 del protocolo (p<0.02), 
mientras que en el grupo de PPARγ sin doxiciclina hubo diferencias 
significativas entre la fase de tratamiento y las dos anteriores (p<0.001).  
Otro de los parámetros evaluados fue el nivel de glucosa plasmática en 
ayuno (5-6 horas). Se determinaron en el día 0, antes de comenzar el protocolo 
y posteriormente, en las semanas 2, 4, 6, 7, 8 y 9 (Figura 24). Los datos 
obtenidos para el grupo control no presentaron variaciones significativas a lo 
largo del protocolo, con valores promedios de entre 97-154 mg/dL.  
En los grupos en los que se indujo la diabetes tipo 2, se observó un 
incremento significativo en los niveles de glucosa plasmática a partir de la 





Figura 24. Niveles de glucosa plasmática en condiciones de ayuno en los 
diferentes grupos experimentales a lo largo de las diez semanas del protocolo 
de inducción de diabetes. 
Los niveles máximos se alcanzaron en la semana 7 (en un rango de 
313.5±12.1 a 397±29.8 mg/dL dependiendo del grupo) y posteriormente, se 
observó una disminución moderada, dándose valores promedios de entre 
192.5±17.8 y 243.8±17.4 mg/dL en la semana 10 del protocolo.  
El análisis estadístico realizado (test de ANOVA de una vía y prueba de 
Tukey) indicó que se dio un incremento significativo en los niveles de glucosa 
plasmática en ayuno a partir de la semana 6 (p<0.005), en los cuatro grupos en 
los que se indujo la diabetes, con respecto al grupo control. Por lo tanto, el 
protocolo de inducción de diabetes generó un incremento en los niveles de 
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glucosa plasmática en los ratones con respecto al grupo control. Además, no 
hubo diferencias significativas entre los 4 grupos, por lo que se determinó al 
azar el tratamiento administrado (inyección de plásmidos con sistema Tet-on 
con y sin doxiciclina, y administración de pioglitazona). 
Los datos de la semana 8 y 9 mostraron que no hubo diferencias 
significativas entre los 4 grupos en los que se realizó el protocolo de inducción 
de diabetes, pero sí con respecto al control. En cambio, en la semana 10, los 
niveles de glucosa plasmática en ayuno disminuyeron en los grupos de 
pioglitazona (192.5±17.8 mg/dL) y PPARγ con doxiciclina (193.2±12.1 mg/dL), 
sin que hubiera diferencias significativas con el grupo control. Sin embargo, 
estos valores fueron significativamente menores que los grupos de diabetes sin 
tratamiento (243.81±17.4 mg/dL) y PPARγ sin doxiciclina (235.9±  25.8 mg/dL) 
(p<0.05).  
 
3.4 Estandarización de la expresión de PPARγ humano en hígado 
tras la administración plasmática por terapia génica hidrodinámica 
 Para la estandarización de la expresión del sistema Tet-On y PPARγ por 
medio de terapia génica hidrodinámica, se llevó a cabo la inyección por vena 
caudal de los plásmidos correspondientes en 4 ratones sanos, a los cuales se 
les administró doxiciclina en agua (2 mg/mL) y se sacrificaron en el día 1, 2, 4 y 
7 después de la inyección. Se llevó a cabo la extracción de RNA total de 
muestras de hígado y en la Figura 25 se muestra un gel de agarosa al 1 % 
representativo. Esto se realizó para comprobar la integridad del RNA como 
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puede verse en las 3 bandas bien definidas y también se cuantificaron las 
muestras en el equipo Nanodrop 2000.  
 
Figura 25. Gel de agarosa al 1 % donde se muestra el RNA total extraído a 
partir de muestras de hígado de ratones C57BL/6.  
Una vez obtenido el RNA total, se sintetizó el cDNA por una reacción de 
retrotranscripción y se llevaron a cabo las reacciones de PCR punto final para 
determinar la expresión o no de los genes TET-ON y PPARγ. En la Figura 26 se 
muestran los resultados obtenidos para el control negativo (ratón en el que no 
se administraron los plásmidos, sino únicamente la solución Hartmann) y el 
individuo en el que se expresaron los plásmidos durante 1 día (Figura 26a), así 
como los resultados obtenidos para los días 2 y 4 (Figura 26b) y para el día 7 
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Figura 26. Geles de agarosa al 1 % con los productos de PCR para los genes 
TET-ON y PPARγ (a) muestras del control negativo y día 1, b) día 2 y 4, c) día 
7. 
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 En la Figura 26a, puede observarse el marcador en el carril 1, los carriles 
2-4 corresponden al cDNA obtenido del ratón control negativo. En el carril 2, se 
muestra un control negativo (agua como muestra), y en los carriles 3 y 4 se 
observa que no hubo expresión de TET-ON ni PPARγ. Por otro lado, los carriles 
5-7 se corresponden con las muestras obtenidas un día después de la 
administración de los plásmidos y el inductor doxiciclina. El carril 5 es un control 
negativo (agua) y en los carriles 6 y 7 puede observarse que hubo una 
amplificación de una única banda (superior a 1,000 pb) de alrededor de 1,237 
pb para TET-ON y de 1,455 pb en el caso de PPARγ, lo que demostró que el 
sistema Tet-On se está expresando en presencia de doxiciclina.  
 De igual manera, se analizaron por PCR punto final las muestras 
obtenidas del resto de los ratones y como puede observarse en la Figura 26 b y 
c, continuó expresándose en los días 2, 4 y 7 después de la administración de 
los plásmidos por terapia génica hidrodinámica.   
 Por lo tanto, se corroboró la activación de la expresión de PPARγ en 
hígado y posteriormente, los ratones diabetizados a los que se les 
administraron los plásmidos fueron inyectados en tres ocasiones, en el día 0, 5 






3.5 Expresión inducida de PPARγ humano en hígado evaluada por 
PCR punto final 
 Una vez finalizado el periodo de tratamiento de dos semanas, se llevó a 
cabo el sacrificio de los animales por dislocación cervical y se obtuvo el hígado, 
el cual se lavó con buffer PBS, se fragmentó y se guardó a -80°C hasta su uso. 
Antes de esto, se pesaron los hígados y se calculó el ratio peso hígado/peso 
corporal, y los resultados pueden observarse en la Figura 27.  
 
Figura 27. Ratio del peso hígado con respecto al peso corporal total en los cinco 
grupos experimentales, al final del protocolo.  
El análisis de ANOVA de una vía, indicó que hubo diferencias significativas 
entre los grupos, dándose mayor ratio en los grupos con diabetes que en el 
grupo control (p<0.002). A continuación, se muestran algunas imágenes de los 
























Figura 28.  Fotografías de los hígados de los grupos control (a), diabetes (b), 








A continuación, se realizó la extracción de RNA por el método de TRIzol, 
la cuantificación por Nanodrop 2000 y la retrotranscripción a cDNA para por 
último, llevar a cabo la reacción de PCR punto final para PPARγ y TET-ON. Los 
resultados obtenidos se muestran en la Figura 28. En la Figura 28 a y b, se 
muestran los geles de agarosa correspondientes a los ratones del grupo 
cotransfectado con los plásmidos del sistema Tet en presencia de doxiciclina. 
Fue posible observar una amplificación positiva tanto para la expresión de TET-
ON (tamaño de banda aproximado de 1237 pb) como para PPARγ (tamaño de 
banda aproximado de 1455 pb) en 3 de los 4 ratones del grupo. Por lo tanto, 
ratón número 3 se descartó en los experimentos posteriores. A su vez, en la 
Figura 28c, se muestra el gel de agarosa al 1 % de las muestras de hígado 
obtenidas del grupo de PPARγ sin doxiciclina, donde puede verse que también 
en 3 de los 4 ratones hubo una expresión de TET-ON, pero no de PPARγ, tal y 
como era esperado ya que no hubo administración del inductor doxiciclina. Por 
otro lado, en la Figura 28d se muestra que en las muestras obtenidas a partir 
del resto de grupos experimentales, no hubo amplificación de PPARγ, tal y 




Figura 29. Determinación de la expresión de PPARγ y TET-ON en hígado por 
PCR punto final en los diferentes grupos experimentales. a y b) Expresión en 
grupo PPARγ (con Dox) ratones 1-2 (a) y ratones 3-4 (b), c) Grupo PPARγ (sin 
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3.6 Determinación de los niveles de glucosa, insulina y adiponectina 
plasmática en ratones diabetizados y control, antes y después de 
los tratamientos 
3.6.1 Test de tolerancia a la glucosa intraperitoneal 
Junto con la determinación de los niveles de glucosa plasmática en 
ayuno (como se mostró anteriormente en los resultados, Figura 24) se llevó a 
cabo un test de tolerancia a la glucosa intraperitoneal con el objetivo de 
observar posibles diferencias entre los ratones alimentados con una dieta 
estándar y los ratones a los cuales se les indujo diabetes tipo 2. Antes de iniciar 
la fase de tratamiento, se tomaron muestras de sangre a los ratones en 
condiciones de ayuno (tiempo 0). A continuación, se administró una solución de 
glucosa (20 %, 2 g/kg peso corporal) por vía intraperitoneal y se evaluaron los 
niveles de glucosa en los tiempos 15, 30, 60 y 120 minutos (Figura 30).  
 
Figura 30. Resultados del test de tolerancia a glucosa intraperitoneal en ratones 
con dieta estándar y ratones con diabetes tipo 2.  
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 En el grupo control, se observó un incremento de la glucemia con un 
valor promedio máximo de 266.4±9.0 mg/dL a los 30 minutos. A partir de ese 
periodo, se observó un descenso progresivo del nivel de glucosa plasmática, 
alcanzando los 148.4±24.0 mg/dL 2 horas después de la administración de la 
glucosa.  Por otra parte, en los ratones diabetizados también se alcanzó el valor 
máximo a los 30 minutos, con una media de 511.5±67.6 mg/dL. Después de 
ese tiempo, se observó una disminución del nivel de glucemia, aunque más 
moderado que en el grupo control, dándose un valor medio de 384.1±71.9 
mg/dL a las 2 horas. Como puede observarse en la gráfica, en los ratones con 
una dieta alta en grasa y alta en fructosa, se obtuvieron niveles de glucosa 
plasmática mucho más elevados que en el control con un valor de p<0.001 en 
todos los tiempos. De igual manera, se llevó a cabo un test de tolerancia a la 
glucosa intraperitoneal después de las dos semanas de tratamiento (Figura 31). 
En este caso, el test se le realizó al grupo control, grupo de diabetes, 
pioglitazona y PPARγ con doxiciclina. En primer lugar, es posible observar que 
los valores de glucosa plasmática fueron significativamente mayores (p<0.005) 
en todos los tiempos en el grupo de diabetes sin tratamiento, con respecto al 
control. En el minuto 30 después de la inyección de la solución de glucosa al 20 
%, hubo mayor nivel de glucosa en todos los grupos diabetizados con respecto 
al control (p<0.01). Posteriormente, en el minuto 60, el análisis estadístico 
indicó que hubo diferencias significativas en los grupos de diabetes y PPARγ 
con doxiciclina, con respecto al control (p<0.001). En cambio, el grupo 
administrado con pioglitazona, que puede considerarse como un control 
positivo, no hubo diferencias con respecto al grupo control. Por último, dos 
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horas después de la administración de glucosa, puede observarse cómo 
únicamente el grupo de diabetes sin tratamiento presentó diferencias 
significativas con respecto al control (p<0.001). En cambio, se observa que 
hubo una disminución en el nivel de glucosa plasmática tanto en el grupo 
administrado con pioglitazona, como en el que se administró PPARγ por medio 
de terapia génica hidrodinámica.  
 
Figura 31. Test de tolerancia a glucosa intraperitoneal (IpGTT) en el grupo 
control y los grupos con diabetes, realizado al final del periodo de tratamiento. 





3.6.2 Determinación de los niveles de insulina plasmática 
 Se obtuvieron muestras de sangre de ratones diabetizados y del grupo 
control, las cuales fueron centrifugadas a 5,000 r.p.m. durante 10 minutos y se 
conservó el plasma obtenido a -80°C, para posteriormente realizar el ensayo de 
ELISA de insulina. Las muestras de sangre se obtuvieron tanto en la semana 8, 
antes de iniciar el tratamiento, como al final de este periodo, en la semana 10 
del protocolo. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 32. 
En la semana 8 del protocolo, se cuantificaron los niveles de insulina 
plasmática en ayuno en el grupo alimentado con dieta estándar y ratones del 
protocolo de inducción de diabetes. El nivel medio (± SEM) de insulina en el 
grupo control fue de 0.56±0.03 ng/mL y de 0.27±0.02 ng/mL en el grupo de 
ratones con dieta modificada (Figura 32a). Hubo una disminución significativa 
(p<0.005) en el grupo de inducción de diabetes, esto debido a que el propio 
modelo incluye la administración de estreptozotocina en la semana 4, la cual 
daña a las células beta del páncreas, por lo que la cantidad de insulina 
disponible se ve disminuida en estas condiciones.  
 En la Figura 32b, se muestran los resultados correspondientes a los 




















Figura 32. a) Insulina plasmática (ng/mL) en el grupo control y el grupo inducido 
con diabetes (semana 8 del protocolo), dándose menor concentración de 
insulina en el grupo con diabetes como consecuencia de la administración de 
estreptozotocina. b) Resultados de insulina plasmática (ng/mL) de los 5 grupos 
experimentales en la semana 10 del protocolo.  
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Los valores promedios de insulina plasmática obtenidos al final del 
protocolo fueron de 0.68±0.08 ng/mL para el grupo control, 0.45±0.11 ng/mL 
para el grupo de diabetes, 0.18±0.02 ng/mL para el grupo administrado con 
pioglitazona, 0.35±0.06 ng/mL para el grupo de PPARγ sin doxiciclina y de 
0.25±0.03 ng/mL para el grupo de PPARγ con doxiciclina. El análisis estadístico 
realizado (ANOVA de una vía y prueba de Tukey) reportó que hubo un nivel de 
insulina plasmática significativamente menor (p<0.05) en los grupos 
administrados con pioglitazona y con PPARγ (con y sin doxiciclina), que con 
respecto al grupo control.  
Después de esto, se emplearon los datos obtenidos de glucosa e insulina 
plasmática en ayuno, para calcular el índice de resistencia a la insulina o índice 
HOMA-IR, y los resultados obtenidos se muestran en la Figura 33. Los valores 
del índice HOMA obtenidos para cada uno de los grupos fue de: 5.00±0.83; 
7.03±1.13; 1.36±0.20; 5.03±0.96 y 2.70±0.66, respectivamente, de acuerdo al 
orden en el que se representan en la Figura 33. Se observó un menor índice 
HOMA en el grupo administrado con pioglitazona y en el grupo administrado 
con PPARγ por terapia génica, sin embargo, únicamente hubo diferencias 
significativas en el grupo administrado con pioglitazona (p<0.02), dándose un 
menor índice de resistencia a la insulina, que con respecto al grupo de diabetes 
sin tratamiento. Por el contrario, el grupo de PPARγ con doxiciclina no presentó 
una disminución significativa en la resistencia a insulina, por lo que de acuerdo 




Figura 33. Determinación del índice de resistencia a la insulina (HOMA-IR) a 
partir de los valores de glucosa (mmol/L) e insulina plasmática  (μU/mL) en 
ayuno en los 5 grupos experimentales. *p <0.05 con respecto al control. 
3.6.3 Determinación de los niveles de adiponectina plasmática 
 Los niveles de adiponectina disminuyen con la obesidad y están 
directamente relacionados con la sensibilidad a la insulina. Se llevó a cabo la 
determinación de adiponectina plasmática en los cinco grupos experimentales, 
antes y después del periodo de tratamiento. Los resultados obtenidos para esta 
proteína antes de las dos semanas de tratamiento se muestran en la Figura 34. 
Los valores promedio de adiponectina plasmática fueron de 55.62±2.16 μg/mL 
en el grupo control; 52.34±11.19 μg/mL en el grupo de diabetes; 53.44±3.92 
μg/mL en el grupo de pioglitazona; 51.59±0.52 μg/mL en el grupo de PPARγ sin 
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doxiciclina y 53.06±8.37 μg/mL en el grupo de PPARγ con doxiciclina. Estos 
resultados se encuentran dentro del rango de valores normales esperados en 
roedores (10-80 μg/mL) y no hubo diferencias significativas con respecto al 
control.  
 
Figura 34. Determinación de los niveles de adiponectina plasmática (μg/mL) por 
medio de un ensayo de ELISA en los diferentes grupos experimentales durante 
la semana 8 del protocolo y antes del periodo de tratamiento.  
Posteriormente, se determinaron los niveles de adiponectina plasmática 
en los cinco grupos después de las dos semanas de tratamiento (Figura 35). En 
este caso, en el grupo control el nivel de adiponectina fue de 64.79±4.18 μg/mL. 
Por otro lado, tanto el grupo de diabetes como el de PPARγ sin doxiciclina 
(41.57±1.69 μg/mL y 42.73±2.95 μg/mL, respectivamente) presentaron valores 
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significativamente menores (p<0.005) que el grupo control y que el grupo 
tratado con pioglitazona (63.37±9.49 μg/mL). Por último, el grupo de PPARγ con 
doxiciclina presentó unos valores medios de 50.99±1.55 μg/mL, siendo 
superiores al del grupo de diabetes sin tratamiento, pero no habiendo 
diferencias significativas entre ambos.  
 
Figura 35. Determinación de los niveles de adiponectina plasmática (μg/mL) por 
medio de kit de ELISA en los diferentes grupos experimentales al final del 





3.7 Determinación de la expresión de PPARγ en hígado por medio de 
dot blot 
A partir de las muestras de hígado congeladas, se realizó la extracción 
de proteínas totales empleando un buffer de lisis y en presencia del cocktail de 
inhibidores de proteasas. Después de llevar a cabo la concentración de las 
muestras con acetona, se disolvió el pellet obtenido y se cuantificó la 
concentración de proteína por medio de la técnica de Bradford y se obtuvieron 
valores en el rango de entre 0.5-2-0 mg/mL de proteína. 
Posteriormente, se realizó el experimento de dot blot, por medio del cual 
se colocaron de 1-5 μg de proteína sobre la membrana de nitrocelulosa y se 
esperó a que se secara. Esto se realizó por triplicado para muestras de cada 
uno de los cinco grupos experimentales (Figura 36). Después de esto, se 
continuó con el protocolo de dot blot tal y como fue indicado en la sección de 
metodología.  
En la Figura 37, se muestra un ejemplo de los resultados obtenidos, 
donde puede verse que hubo detección de PPARγ en hígado en las diferentes 
condiciones de experimentación. Sin embargo, no fue posible establecer 
diferencias significativas en cuanto al nivel de expresión de esta proteína en el 
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Figura 36. Determinación de la expresión de PPARγ en muestras de hígado de 













En este proyecto se propuso analizar el efecto de la expresión inducida 
de PPARγ humano en el hígado de ratones C57BL/6 en condiciones de 
diabetes tipo 2 (generada por modificación en la dieta y administración de 
estreptozotocina). Esta expresión se llevó a cabo por medio de un sistema 
inducible Tet-On y empleando terapia génica hidrodinámica. 
4.1 Diseño y construcción de los vectores para la expresión 
inducible de PPARγ humano bajo un sistema de tetraciclina (Tet-On) 
Con respecto al primero de los objetivos, se llevaron a cabo las dos 
construcciones genéticas de manera satisfactoria, como se pudo comprobar 
con las reacciones de PCR punto final. Además, se corroboró que el plásmido 
recombinante pTRE-ZsGreen1-IRES2-hPPARγ se clonó correctamente, ya que 
se observó una expresión de hPPARγ en células HEK293T co-transfectadas. 
 De acuerdo a lo revisado en la literatura publicada previamente, no 
existen muchos reportes sobre la expresión inducida de PPARγ empleando un 
sistema de tetraciclina. Tachibana et al. 2005 establecieron un sistema para la 
expresión inducida de PPARγ humano de tipo Tet-Off con el objetivo de 
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identificar los genes activados por PPARγ. Esto lo realizaron en células HepG2 
y por medio de cotransfección de dos plásmidos no virales: pTet-Off vector y 
pBI-EGFP-hPPARγ (plásmido bicistrónico, para la expresión de simultánea del 
gen de interés, hPPARγ, y del gen reportero, EGFP). En nuestro caso, también 
se empleó un sistema de dos plásmidos, con un vector respuesta que también 
cuenta con un gen reportero (ZsGreen1), aunque únicamente cuenta con un 
promotor y la expresión se da por medio de un único mRNA, con un elemento 
IRES entre los dos genes. Por otro lado, Liu et al. 2013 llevaron a cabo la 
expresión de hPPARγ y C/EBP por medio de un sistema inducible Tet-On de 
tipo viral (lentivirus) en líneas celulares de adipocitos y con diferentes elementos 
respuesta y proteínas activadoras. Además, no se tiene conocimiento de 
reportes previos en los que se haya llevado a cabo la expresión de PPARγ 
humano en modelos animales con sistemas de expresión inducible. 
4.2 Expresión transitoria de PPARγ humano recombinante en 
células HEK293T bajo un sistema de expresión inducible Tet-On 
Dada la importancia de PPARγ en la homeostasis y adipogénesis y su 
función esencial en enfermedades como la diabetes tipo 2, pero también en 
cáncer y obesidad, se han desarrollado distintos modelos para la expresión de 
hPPARγ recombinante. No existen muchos artículos previos donde se hayan 
empleado modelos celulares para la expresión in vitro de hPPARγ, siendo 
algunos ejemplos la transfección en células COS-1, HepG2, HEK293T y células 
de cáncer gástrico. Sin embargo, generalmente no se indica el nivel de 
expresión de PPARγ en las células transfectadas (Elbrecht et al. 1996; Relic et 
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al. 2006; Guo et al. 2016). Tachibana et al. (2005) establecieron un sistema Tet-
Off altamente regulado en células HepG2 para la expresión de hPPARγ y con el 
objetivo de poder identificar genes que son activados por PPARγ. Ellos 
reportaron un incremento en la expresión de 20 veces comparado con las 
células control, 6 días después de retirar el inductor doxiciclina del medio. 
Además, Guo et al. lograron una transfección de células de cáncer gástrico 
con un vector pEGFP-N1-PPARγ, obteniéndose un incremento significativo de 
30 veces en la expresión de PPARγ con respecto al control. También se ha 
llevado a cabo una transfección transitoria de células HEK293T empleando un 
vector phPPARγ-IRES2-EGFP y pPPRE¥3-TK-LUC (plásmido reportero) con un 
incremento en el nivel de expresión de entre 2-3 órdenes de magnitud en 
comparación con el control (pIRES2-EGFP) (Ma et al. 2012). En nuestro 
estudio, se empleó también la co-transfección de células HEK293T con los 
plásmidos pCMV-Tet3G y pTRE-ZsGreen1-IRES2-hPPARγ1 para la expresión 
transitoria, e inducible de PPARγ por medio de un sistema Tet-On. En nuestro 
caso, se obtuvo un incremento significativo de la expresión de PPARγ (530 fold-
change, p<0.002), siendo un valor comparable al obtenido anteriormente por 
Ma et al. 2012. Además, el análisis de fluorescencia realizado indicó un 
incremento significativo de la fluorescencia en presencia de doxiciclina (p<0.05), 
como consecuencia de la inducción de la expresión de la proteína reportera 
ZsGreen1, siendo esta una prueba más de que la transfección y expresión de 




         4.3 Modelo de inducción de diabetes tipo 2 
Existen diversos modelos genéticos y no genéticos para el estudio de la 
diabetes tipo 2 en animales, tal y como se ha descrito previamente en la 
sección de antecedentes. En este caso, se empleó un sistema no genético o 
inducido experimentalmente basado en una dieta alta en grasa, dieta alta en 
fructosa y una dosis de estreptozotocina (100 mg/kg de peso corporal) por 
medio de un protocolo con una duración de 10 semanas. 
Uno de los aspectos a tener en cuenta, es la evolución del peso corporal. 
El peso inicial de los ratones estuvo en un rango de entre 10.8 y 18.3 g. Uno de 
los grupos (n=4) comenzó el experimento con un peso medio de 18.3±0.3 g, 
siendo superior al resto de los grupos (10.8-11.6 g). Esto fue debido a que el 
primer grupo contaba con 5 semanas de edad, mientras que el resto tenían 3 
semanas, dada la disponibilidad de animales de la misma edad en el momento 
de comenzar el experimento. 
Posteriormente, se observó un incremento gradual del peso corporal, 
como era esperado dado que los animales se encontraban en etapa de 
crecimiento. Una vez finalizado el protocolo (semana 10) el peso corporal 
promedio fue de entre 22.32±1.11 g para el grupo administrado con 
pioglitazona y 24.02±0.52 g para el grupo control, sin que hubiera diferencias 
significativas entre los cinco grupos experimentales. Por lo tanto, no hubo un 
incremento significativo en el peso de los animales alimentados con dieta alta 
en grasa tal y como se podría haber esperado. 
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 A este respecto, Guo et al. 2009, determinaron que se daba un 
incremento significativo en la adiposidad y el peso corporal de ratones macho 
C57BL/6 a partir de las 12 semanas de ser alimentados con una dieta alta en 
grasa. Por otro lado, Williams et al. 2014 establecieron que el incremento en la 
adiposidad en ratones C57BL/6 de 12 semanas de edad tenía lugar a partir de 
la semana 16 de alimentarlos con una dieta alta en grasa (5.2 kcal/g). A su vez, 
Pang et al. 2016, emplearon ratones machos C57BL/6 de 6-8 semanas de edad 
y los alimentaron con dieta alta en grasa (5.24 kcal/g) o una dieta alta en 
fructosa. Observaron que se dio un incremento significativo en el peso corporal, 
después de 3 meses de dieta modifica en el grupo de dieta alta en grasa. En 
cambio, no hubo diferencias significas entre el grupo control y el alimentado con 
dieta alta en fructosa. Por todo lo anterior, una de las posibles causas de que no 
se haya observado un incremento significativo en el peso de los grupos 
diabetizados es que la duración de nuestro protocolo fue menor, teniendo una 
duración total de 10 semanas y los animales tenían entre 3-5 semanas al inicio 
del protocolo.  
Por otro lado, se determinó el consumo promedio de alimento 
(g/día/ratón) y de líquido (mL/día/ratón) esto con el objetivo de verificar que los 
distintos grupos experimentales tuvieran un consumo normal y que éste no se 





Según Bachmanov et al. 2002, el consumo medio de alimento por 
día/ratón se encuentra en un rango de 3.1-6.3 g/día/ratón, mientras que el 
consumo medio de líquidos es de 3.9-8.2 mL/día/ratón. En este estudio, el 
consumo promedio fue de entre 2.9 y 5.2 g de alimento/día/ratón y de entre 2.5 
y 4.8 mL/día/ratón, por lo que se trata de valores que se encuentra dentro del 
rango normal esperado, aunque al inicio del protocolo, el consumo fue un poco 
menor, como consecuencia de que solo contaban con alrededor de 4 semanas 
de edad y por lo tanto, su peso era menor. Hubo un mayor consumo promedio 
de líquido durante las dos últimas semanas del protocolo en todos los grupos, a 
excepción del grupo tratado con PPARγ (con doxiciclina), en el que no hubo 
diferencias significativas en el consumo durante las tres etapas del protocolo. 
Esto puede ser debido a que dado que la edad inicial de este grupo (5 
semanas) fue superior al resto, el consumo de líquidos fue algo mayor desde el 
comienzo. 
Para realizar un seguimiento del efecto del protocolo de inducción de 
diabetes, se determinaron los niveles de glucosa plasmática en ayuno a 
distintos tiempos. Los niveles de glucosa plasmática en el grupo control se 
encontraron entre 97-154 mg/dL. Con relación a lo reportado previamente en la 
literatura, Andrikopoulos et al. 2008 observaron valores de glucosa basal de 
7.88±0.42 mmol/L o 141.8±7.8 mg/dL en ratones C57BL/6 alimentos con dieta 
estándar (y con un periodo de ayuno de 6 horas), por lo que nuestros niveles 
son comparables a los de este otro estudio. También Pang et al. 2016 
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reportaron valores de glucosa en ayuno en ratones control C57BL/6 de 
77.4±10.8 mg/dL. 
En cuanto a los niveles de glucosa plasmática de los cuatro grupos con 
dieta modificada, los niveles máximos se alcanzaron en la semana 7 (en un 
rango de 313.5±12.1 a 397±29.8 mg/dL dependiendo del grupo) y 
posteriormente, se observó una disminución moderada, dándose valores  
promedios de entre 192.5±17.8 y 243.8±17.4 mg/dL en la semana 10 del 
protocolo.  
El análisis estadístico realizado (test de ANOVA de una vía y prueba de 
Tukey) indicó que se dio un incremento significativo en los niveles de glucosa 
plasmática en ayuno a partir de la semana 6 (p<0.005), en los cuatro grupos en 
los que se indujo la diabetes, con respecto al grupo control. Por lo tanto, el 
protocolo de inducción de diabetes generó un incremento en los niveles de 
glucosa plasmática en los ratones con respecto al grupo control. Los datos de la 
semana 8 y 9 mostraron que no hubo diferencias significativas entre los 4 
grupos en los que se realizó el protocolo de inducción de diabetes, pero sí con 
respecto al control. En cambio, en la semana 10, los niveles de glucosa 
plasmática en ayuno disminuyeron en los grupos de pioglitazona (192.5±17.8 
mg/dL) y PPARγ con doxiciclina (193.2±12.1 mg/dL), sin que hubiera diferencias 
significativas con el grupo control. Sin embargo, estos valores fueron 
significativamente menores que los grupos de diabetes sin tratamiento 
(243.81±17.4 mg/dL) y PPARγ sin doxiciclina (235.9±25.8 mg/dL) (p<0.05). Por 
lo tanto, puede determinarse que hubo un efecto positivo en cuanto a los 
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niveles de glucosa plasmática en ayuno como consecuencia de la 
administración de pioglitazona y la expresión de PPARγ, respectivamente.  
A su vez, Luo et al. 1998, emplearon un protocolo de inducción de 
diabetes con dieta alta en fructosa y una dosis de estreptozotocina (100 mg/kg), 
y 4 semanas después de la inyección de ésta, observaron valores de glucosa 
en ayuno de entre 366-388 mg/dL. Es nuestro caso, los datos obtenidos para la 
semana 8 y cuarta después de la inyección de estreptozotocina, fueron de entre 
280-360 mg/dL (dependiendo de los grupos diabetizados), por lo que son muy 
similares a los obtenidos por Luo et al. 1998, aunque existió una mayor 
variabilidad entre los grupos. Además, se considera que la obtención de valores 
de glucosa sanguínea en ayuno superiores a 250 mg/dL por tres veces 
consecutivas, es indicativo de diabetes tipo 2 en ratones (Deeds et al. 2011). En 
el experimento, a partir de la semana 6 hasta la 9, se obtuvieron valores 
superiores a 250 mg/dL de glucosa en ayuno, por lo que puede determinarse 
que el modelo de inducción de diabetes tipo 2 fue efectivo. 
4.4 Expresión de PPARγ humano en hígado de ratones C57BL/6 por 
medio de terapia génica hidrodinámica 
Una vez establecido el modelo de diabetes, se llevó a cabo la terapia 
génica hidrodinámica. Para ello, previamente se realizó una estandarización de 
la técnica con el objetivo de determinar la expresión o no de PPARγ humano en 
el hígado, así como la duración de esta expresión. Se determinó que al menos 
hasta una semana después de la inyección intravenosa con los plásmidos del 
sistema Tet-On y en presencia de doxiciclina, continuó habiendo expresión de 
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la proteína activadora TET-ON y de PPARγ. Con respecto a lo reportado 
previamente, He et al. 2004 llevaron a cabo una coinyección de plásmidos para 
la expresión de insulina en el hígado de ratones diabéticos, realizando una 
administración de forma semanal. En cambio, otros antecedentes reportaron la 
administración de una única inyección y la evaluación de la expresión en un 
periodo de tiempo que va de las 3-8 semanas, aproximadamente (Gao et al. 
2014, Ma et al. 2015, Ma et al. 2016).  
Uno de los factores que afectan en la duración de la expresión de los 
plásmidos transfectados por terapia génica hidrodinámica es el tipo de 
promotor. En nuestro experimento se empleó un promotor de albúmina con un 
enhancer y el promotor de citomegalovirus humano. En cuanto al promotor de 
albúmina, Wooddell et al. 2008 analizaron la estabilidad en la expresión 
empleando este promotor específico de hígado en combinación con diversos 
elementos enhancer. Determinaron que se puede conseguir una expresión 
estable y sin que sean necesarios elementos que propicien la integración en el 
genoma de los hepatocitos. Por otro lado, Nguyen et al. 2008 estudiaron el nivel 
de expresión de distintos promotores en células HEK 293 y en ratones FVB. 
Observaron que el promotor de citomegalovirus humano (hCMV) cuenta con 
una alta eficiencia de expresión aunque menor que otros promotores como el 
del factor de elongación 1α (EF1α), β-Actina de pollo, (CAG, chicken beta-
actin/CMV enhancer). Por lo tanto, esto nos indica que los promotores 
empleados son adecuados para una expresión prolongada del gen de interés, 
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por lo que sería factible incrementarse el periodo de expresión de PPARγ en 
hígado, ya que en esta ocasión el tiempo de tratamiento fue de dos semanas. 
A su vez, en cuanto a la cantidad de plásmido inyectado, se ha 
determinado que aproximadamente el 40 % de los hepatocitos se transfectan 
con una dosis de 10 μg de DNA plasmídico administrada por la vena de la cola 
del ratón (Liu et al.1999). En este estudio, se emplearon 10 μg del vector 
regulador y 20 μg de vector respuesta, por lo que se encuentra dentro del rango 
reportado previamente. Sin embargo, podría ser muy útil llevar a cabo un 
experimento de estandarización con un rango más amplio de cantidades de 
DNA plasmídico administradas, con el objetivo de incrementar el porcentaje de 
eficiencia de transfección. A su vez, en este estudio únicamente se determinó la 
expresión de los genes de interés por PCR punto final, por lo que para 
establecer posibles diferencias en el nivel de expresión entre los individuos 
transfectados, sería necesario llevar a cabo un ensayo de PCR tiempo real. 
 De manera adicional, se determinó el peso del hígado y el ratio peso 
hígado/peso corporal obteniéndose valores de: 1.018±0.047 g para el grupo 
control con dieta estándar y de entre 1.175±0.086 y 1.445±0.041 g para los 
grupos con dieta modificada; y un ratio de 0.0447±0.00165 para el grupo 
control, y de entre 0.053 y 0.063 para los grupos con dieta modificada. En 
ambos casos, se dio un incremento significativo en presencia de una dieta alta 
en grasa y alta en fructosa, con respecto al grupo de animales alimentados con 
una dieta estándar.  
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Con respecto a lo previamente reportado, Guo et al. 2009 reportaron un 
tamaño medio del hígado en ratones C57BL/6 con dieta estándar de 1.30±0.125 
g y de 1.54±0.074 g para el grupo con dieta alta en grasa, por lo que nuestros 
resultados son comparables. Además, Park et al. 2010 también reportaron una 
mayor ganancia de peso corporal y del peso del hígado en presencia de dieta 
alta en grasa, así como un incremento en el contenido hepático de triglicéridos.  
Por su parte, VanSaun et al. 2009 observaron que en presencia de dieta 
alta en grasa, los hepatocitos aumentaban su tamaño y que había un mayor 
grado de esteatosis, representada por medio de una vacuolización de estas 
células, lo cual estaba correlacionado directamente con el tiempo que llevaban 
los animales consumiendo una dieta modificada. El consumo de una dieta alta 
en grasa induce alteraciones estructurales en el hígado, incluyendo esteatosis 
micro y macrovesicular (Kang et al. 2017). 
4.5 Niveles de glucosa, insulina y adiponectina plasmática antes y 
después del tratamiento con terapia génica 
Además de la determinación de glucosa plasmática en ayuno, otra de las 
pruebas más empleadas es la de tolerancia a glucosa intraperitoneal (IpGTT). 
Esto se evaluó en la semana 8 y en la semana 10 del protocolo, es decir antes 
y después de la fase de tratamiento. Los resultados obtenidos en la semana 8 
mostraron una menor tolerancia a la glucosa en los cuatro grupos diabetizados, 
que con respecto al grupo control (p<0.001). Andrikopoulos et al. 2008, 
determinaron que las mayores diferencias en cuanto a la tolerancia de la 
glucosa entre grupos con alimentados con una dieta alta en grasa y grupos 
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control, se da después de 6 horas de ayuno, por lo que es el tiempo que se 
empleó en este estudio. Ellos observaron valores máximos de alrededor de 400 
mg/dL en el minuto 15 después de la inyección de glucosa, tanto para animales 
alimentados con dieta alta en grasa, como los alimentados con dieta estándar, y 
valores finales de entre 120-210 mg/dL. En nuestro caso, los valores máximos 
se alcanzaron a los 30 minutos. Para el grupo control, el máximo fue 266.4±9.0 
mg/dL y para los grupos diabetizados de 511.5±67.6 mg/dL, con valores finales 
(120 minutos) de 160±2.1 y 384.1±71.9 mg/dL. A continuación se muestra un 
resumen de otros resultados reportados previamente:  
- Messier et al. 2007: reportaron que en ratones C57BL/6 machos tras 12 
semanas con dieta alta en grasa, alta en fructosa o combinación los 
valores máximos fueron de 325-360 mg/dL y los finales de 145-216 
mg/dL. 
- Williams et al. 2014: mostraron que tras 16 semanas con dieta alta en 
grasa y tras 5 horas de ayuno los resultados de glucosa máximos fueron 
de 235-300 mg/dL y los finales de 145-200 mg/dL. 
- Pang et al. 2016: reportaron que tras 12 semanas de una dieta alta en 
fructosa, alta en grasa o una combinación los valores máximos fueron de 
380-410 mg/dL y los finales de 140-250 mg/dL. 
- Feng et al. 2018: mostraron que tras un periodo de 16 semanas con dieta 
alta en grasa los valores máximos de glucosa fueron de entre 180-400 




Por lo tanto, puede observarse que los datos obtenidos en este 
experimento pueden ser comparables con lo reportado previamente, aunque en 
nuestro experimento el rango de valores promedios entre el grupo control y los 
de diabetes fue algo mayor. 
De igual manera, se llevó a cabo un test de tolerancia a la glucosa 
intraperitoneal después de las dos semanas de tratamiento. En el minuto 30 
después de la inyección de la solución de glucosa al 20 %, continuó habiendo 
un mayor nivel de glucosa en todos los grupos en los que se indujo la diabetes 
con respecto al control (p<0.01). Posteriormente, en el minuto 60, el análisis 
estadístico indicó que hubo diferencias significativas en los grupos de diabetes 
y PPARγ con doxiciclina, con respecto al control (p<0.001). En cambio, el grupo 
administrado con pioglitazona, que puede considerarse como un control 
positivo, no hubo diferencias con respecto al grupo con dieta estándar, por lo 
que puede observarse que la administración de este fármaco de la familia de 
las tiazolidinedionas ejerció un efecto positivo en cuanto a la tolerancia a la 
glucosa, tal y como era esperado. Por último, dos horas después de la 
administración de glucosa, únicamente el grupo de diabetes sin tratamiento 
presentó diferencias significativas con respecto al control (p<0.001). En cambio, 
tuvo lugar una disminución en el nivel de glucosa plasmática tanto en el grupo 
administrado con pioglitazona, como en el que se administró PPARγ por medio 
de terapia génica hidrodinámica. Esto constituye un indicativo de que ambos 
tratamientos lograron mejorar la tolerancia a la glucosa intraperitoneal en 
animales con diabetes tipo 2. 
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A continuación, se llevó a cabo la determinación de los niveles de 
insulina plasmática en ayuno. En la semana 8 del protocolo el nivel medio (± 
SEM) de insulina en el grupo control fue de 0.56±0.03 ng/mL y de 0.27±0.02 
ng/mL en el grupo de ratones con diabetes.  
Con respecto a los valores reportados previamente en estudios de 
inducción de diabetes con dieta alta en grasa, tenemos que Ge et al. 2015 
obtuvieron valores de insulina plasmática en ayuno entre 0.8-2.5 ng/mL (para el 
grupo control y el de diabetes); Andrikopoulos et al. 2008 obtuvieron valores de 
insulina plasmática de entre 0.72-1.28 ng/mL (grupo control y diabetes) y Gou et 
al. 2009 reportaron niveles de insulina de 0.7±0.14 ng/mL para el grupo control 
y de 2.3±0.42 ng/mL en condiciones de diabetes (dieta alta en grasa con 19 
semanas de duración). Además, Wooten et al. 2016 realizaron un estudio con 
un protocolo de 14 semanas de duración (dieta alta en grasa o dieta alta en 
grasa y fructosa) dándose niveles de insulina fueron de: 0.61±0.12 ng/mL en 
control y 1.71±0.26 ng/mL en HFD, y 2.14±0.31 ng/mL en HFD + Fructosa. En 
comparación con los resultados obtenidos en nuestro estudio, podemos 
observar que nuestros niveles de insulina en el grupo control (0.56-0.68 ng/mL) 
son similares y comparables a lo reportado anteriormente en la literatura. 
En cuanto a los niveles de insulina en el modelo de dieta alta en grasa, lo 
esperado es que los niveles de insulina sean superiores, ya que se produce un 
incremento en la resistencia a la insulina (Ge et al. 2015, Andrikopoulos et al. 
2008, Gou et al. 2009, Wooten et al. 2016). Sin embargo, como nuestro modelo 
se basa en una combinación de dieta alta en grasa y en fructosa, junto con la 
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administración de una dosis de estreptozotocina, se espera que los valores de 
insulina plasmática sean inferiores al control, dada la acción de la 
estreptozotocina sobre las células beta del páncreas.  
Por ello, se analizaron estudios previos en los que se emplea la 
estreptozotocina para la inducción de diabetes tipo 2 en ratones. Carvalho et al. 
2017 llevaron a cabo un modelo de diabetes en el que se combinó la 
estreptozotocina con una dieta alta en grasa (6 semanas) en ratones machos 
C57BL/6 y determinaron valores de  1.6±0.3 ng/mL de insulina en el grupo 
control y de 0.7±0.1 ng/mL en el grupo de diabetes. Puede observarse que esto 
es similar a los valores obtenidos en nuestro experimento, en el que los niveles 
de insulina en el grupo de diabetes fueron prácticamente la mitad que en el 
grupo control. Además, Chen et al. 2014 llevaron a cabo un modelo de diabetes 
con dieta alta en grasa y una dosis de 100 mg/kg peso corporal de 
estreptozotocina obteniendo valores de 2.64±0.12 ng/mL y de 1.55±0.09 ng/mL 
para el grupo de diabetes sin tratamiento; y también Yu et al. 2013 reportaron 
niveles de 1.024±0.064 ng/mL en control y 0.299±0.032 ng/mL en ratones 
diabetizados con STZ.  
Tras las dos semanas de tratamiento, los niveles de insulina plasmática 
en ayuno en los grupos tratados con pioglitazona y en el grupo inyectado con 
los plásmidos en presencia de doxiciclina se mantuvieron bajos (0.18±0.02 
ng/mL y 0.25±0.03 ng/mL, respectivamente) mientras que en los grupos de 
diabetes sin tratamiento y el grupo de PPARγ sin doxiciclina los niveles se 
incrementaron a 0.45±0.11 ng/mL y 0.35±0.06 ng/mL, respectivamente, debido 
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a que se continuó suministrando una dieta alta en fructosa y en grasa por lo que 
la resistencia a la insulina se incrementó. 
 Uno de los indicadores empleados para evaluar la resistencia a la 
insulina es el índice HOMA. Yu et al. 2013 reportaron valores del índice HOMA 
de 1.9±0.3 para los animales control y 21.6±2.4 para el grupo con diabetes. 
También Pang et al. 2016 observaron niveles de 1.1±0.46 y de 3.5±1.6 para 
animales con dieta estándar y con dieta alta en grasa, respectivamente; y 
Wooten et al. 2016 reportaron que el índice HOMA fue de 5.9±1.3, 41.5±10.6 y 
34.5±8.0 en el grupo control, dieta alta en grasa y una combinación de dieta alta 
en grasa y en fructosa, respectivamente.  
En nuestro estudio los valores del índice HOMA obtenidos para cada uno 
de los grupos al final del protocolo fue de: 5.00±0.83; 7.03±1.13; 1.36±0.20; 
5.03±0.96 y 2.70±0.66, respectivamente, para el grupo control, diabetes sin 
tratamiento, pioglitazona, PPARγ sin doxiciclina y PPARγ con doxiciclina. Por 
ello, pudo observarse que la administración de pioglitazona tuvo un efecto 
positivo, disminuyendo la resistencia a la insulina, ya que el índice HOMA fue 
significativamente menor que con respecto al grupo control. Además, en el 
grupo tratado con terapia génica hidrodinámica también hubo una disminución 
en el índice HOMA, sin embargo, no fue estadísticamente significativa. Por ello, 
podría determinarse que la expresión de PPARγ en el hígado, no fue suficiente 




 La última parte del objetivo 6 fue determinar los niveles de la proteína 
adiponectina en plasma, ya que está directamente relacionada con la 
sensibilidad a la insulina y uno de sus principales reguladores es PPARγ. Por lo 
tanto, niveles superiores de adiponectina serían indicativos de una mayor 
sensibilidad a la insulina. En ratones sanos, los niveles normales de 
adiponectina plasmática se encuentran en el rango de 10-80 μg/mL, siendo una 
de las proteínas más abundantes en el plasma (Hsu et al. 2013).  
 Anteriormente, Zayed et al. 2018 estudiaron un modelo de diabetes 
inducida con dieta alta en grasa y en fructosa durante 8 semanas y observaron 
niveles de adiponectina de 6.35 μg/mL en ratones sanos y 4.68 μg/mL en 
ratones diabéticos. A su vez, Chaolu et al. 2011 reportaron niveles de en torno a 
21 y 16 μg/mL en animales sanos y diabéticos; y Naitho et al. 2008 tras 7 
semanas de dieta alta en grasa determinaron niveles de adiponectina de 23 y 
18 μg/mL, respectivamente. 
En nuestro estudio, los niveles de adiponectina promedio fueron algo 
superiores al citado en el párrafo anterior, sin embargo, se encuentra dentro del 
rango normal (Hsu et al. 2012). Antes de iniciar el tratamiento los valores de 
adiponectina detectados fueron de 51.50-55.62 μg/mL, no habiendo diferencias 
significativas entre los grupos con diabetes y el grupo control. En cambio, al 
finalizar el protocolo, en el grupo control el nivel de adiponectina fue de 
64.79±4.18 μg/mL. Por otro lado, tanto el grupo de diabetes como el de PPARγ 
sin doxiciclina (41.57±1.69 μg/mL y 42.73±2.95 μg/mL, respectivamente) 
presentaron valores significativamente menores (p<0.005) que el grupo control 
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y que el grupo tratado con pioglitazona (63.37±9.49 μg/mL). Por último, el grupo 
de PPARγ con doxiciclina presentó unos valores medios de 50.99±1.55 μg/mL, 
siendo superiores al del grupo de diabetes sin tratamiento, pero no habiendo 
diferencias significativas entre ambos. Por lo tanto, se observó una menor 
sensibilidad a la insulina en los grupos de diabetes sin tratamiento y PPARγ sin 
doxiciclina, que son respecto al control.  
En cambio, en los animales tratados con pioglitazona hubo un 
incremento significativo en los niveles de adiponectina, tal y como era esperado. 
Finalmente, los animales tratados con terapia génica presentaron un leve 
incremento en los niveles de adiponectina plasmática con respecto al grupo con 
diabetes sin tratamiento, sin embargo, no hubo diferencias significativas. 
Previamente, se ha reportado la presencia de expresión de adiponectina en el 
hígado (Taniguchi et al. 2002), pero el principal tejido productor de esta proteína 
es el tejido adiposo. En este caso, la sobreexpresión de PPARγ en el hígado no 
fue suficiente para generar un incremento significativo en los niveles de 
adiponectina en el plasma, por lo que algunos de los factores a considerar 
serían incrementar las cantidades de plásmidos transfectados, así como el 






4.6 Determinación de la expresión de PPARγ en hígado por medio de 
dot blot 
 Finalmente, a partir de las muestras de hígado congeladas, se procedió a 
la extracción de la fracción proteica para la realización de un ensayo de dot blot, 
con el objetivo de determinar la expresión de PPARγ a nivel de proteína. Los 
resultados obtenidos mostraron que fue posible detectar la presencia en hígado 
de PPARγ en todos los grupos experimentales, incluido el grupo control y sin 
que hubiera diferencias significativas. Se sabe que existe una expresión baja de 
PPARγ1 en hígado, lo que explicaría que todos los grupos hayan sido positivos 
para la presencia de PPARγ. Además, hay que tener en cuenta que el 
anticuerpo primario empleado (Anti PPAR gamma antibody proceed in rabbit, 
Sigma) presenta reactividad para humano, ratón y rata. Por lo tanto, con la 
técnica empleada no fue posible determinar un incremento significativo en la 
expresión de PPARγ en los animales tratados con terapia génica. Una opción 
alternativa sería evaluar la expresión en hígado de la proteína reportera 














 Se construyeron correctamente los dos vectores recombinantes pTRE-
ZsGreen1-hPPARγ y pALB-TETON. 
 La co-transfección de las células HEK293T con los plásmidos del 
sistema Tet-On fue exitosa, generándose un incremento de la expresión 
de hPPARγ de más de 500 veces, en presencia del inductor doxiciclina. 
 Se estandarizó el modelo de inducción de diabetes tipo 2 en ratones 
C57BL/6, dándose un incremento significativo en los niveles de glucosa 
sanguínea en ayunas en los grupos con dieta alta en fructosa, alta en 
grasa y administrados con 100 mg/kg de estreptozotocina, con respecto 
al grupo control.  
 Los ratones alimentados con una dieta alta en grasa y en fructosa,        
mostraron una menor tolerancia a la inyección de glucosa intraperitoneal 
con respecto al grupo control.  
 Se estandarizó el modelo de terapia génica hidrodinámica en ratones 
C57BL/6, dándose satisfactoriamente la transfección de los hepatocitos 
con los plásmidos del sistema Tet-On y manteniéndose la expresión de 
hPPARγ en hígado por un mínimo de 7 días.  
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 Al final del periodo de 2 semanas de tratamiento, los animales que fueron 
inyectados con los plásmidos del sistema Tet-On (en presencia de Dox) 
mostraron una mayor tolerancia a la glucosa, que el grupo de referencia 
inducido con diabetes. 
 La administración de pioglitazona durante dos semanas logró una 
disminución significativa en el índice de resistencia a la insulina, sin 
embargo, el grupo administrado con hPPARγ por medio de terapia 
génica hidrodinámica, no presentó una reducción significativa en el 
índice de resistencia a insulina por lo que la hipótesis establecida se 
rechaza.  
 Al final del protocolo, los grupos administrados con pioglitazona y con 
hPPARγ presentaron valores de adiponectina plasmática similares al 
control, mientras que los grupos con diabetes sin tratamiento presentaron 
valores significativamente menores, lo que es un indicativo de menor 
sensibilidad a la insulina.  
 Se detectó la presencia de PPARγ en hígado en los cinco grupos 












 Análisis histológico del hígado de ratones sanos y ratones con 
diabetes para observar los efectos de la dieta alta en grasa a nivel 
hepático 
 Análisis de la expresión genética en el hígado en condiciones de 
sobreexpresión de PPARγ empleando microarreglos.  
 Extensión del número de semanas del protocolo de diabetes 
 Estandarización el nivel de expresión de hPPARγ tras la inyección de 
diferentes cantidades de plásmidos por terapia génica hidrodinámica, 
así como el incremento en la duración del tratamiento. 
 Evaluación de la expresión en hígado de la proteína reportera 
ZsGreen1 en animales transfectados por terapia génica 
hidrodinámica. 
 Generación de un modelo de ratones transgénicos para la expresión 
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